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Introduction générale 

 Les maladies infectieuses microbiennes constituent un problème de santé mondial 

majeur, avec un fardeau économique et social de plus en plus lourd [1-2]. La plupart des 

infections microbiennes potentiellement mortelles sont contractées dans des établissements de 

soins, tels que les hôpitaux et les unités de soins intensifs, communément appelées infections 

nosocomiales ou infections associées aux soins de santé (IAS) [2]. Le taux d’incidence des 

infections nosocomiales (IN) varie de 5 % à 10 % en Europe et en Amérique [3]. Selon le Centre 

européen de prévention et de contrôle des maladies, chaque année, les hôpitaux européens 

enregistrent environ 4,5 millions d'infections associées aux soins de santé, dont plus de la moitié 

pourraient être évitées [4]. Ces infections perturbent chaque étape des procédures médicales, 

depuis la formulation de diagnostics trompeurs et erronés jusqu'à la réalisation d'opérations 

chirurgicales préjudiciables et de traitements incomplets et inefficaces [5]. La gravité de ces 

conditions est exacerbée par la présence d'infections supplémentaires ou secondaires telle que 

la septicémie [5]. Les défis actuels auxquels sont confrontés les systèmes de soins de santé sont 

principalement attribués à la résistance à de multiples médicaments (MDR : Multidrug 

Resistance), qui constitue une grave menace pour la santé publique [6]. Par conséquent, outre 

la recherche de nouveaux antibiotiques et de processus de biodécontamination dans les 

hôpitaux, il y a un grand intérêt à étudier des approches alternatives pour développer des 

méthodes préventives afin de réduire le nombre d'infections de manière significative. 

 Les nanoparticules (NPs) d'oxydes métalliques sont apparues comme des candidats 

prometteurs pour prévenir l'émergence d’agents pathogènes résistants [7], en raison de leurs 

propriétés physicochimiques uniques et de leur rapport surface/volume élevé, qui leur 

permettent d'exercer divers modes d'action (MOAs) contre les micro-organismes. Le 

mécanisme d'action des NPs englobe des interactions chimiques, physiques, ainsi que des 

mécanismes combinés, agissant tous sur les cellules microbiennes. Le mécanisme chimique 

comprend la libération d'ions et la génération subséquente d'espèces réactives de l'oxygène 

(ERO) par les NPs [8-10]. Les ions métalliques sont adsorbés sur la membrane cellulaire et 

interagissent ensuite avec les groupes fonctionnels (-COOH, -NH2, et -SH) des acides 

nucléiques, désactivant ainsi les enzymes et provoquant une altération de la structure cellulaire 

[11]. L'élévation des ERO a de nombreuses conséquences sur les bactéries, notamment la 

peroxydation des lipides [10]. L'interaction physique implique des interactions 
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directes entre les NPs et les micro-organismes. Les NPs peuvent interagir physiquement avec 

les parois cellulaires bactériennes, causant des dommages structurels qui entraînent la lyse 

cellulaire. Le mécanisme combiné repose sur des interactions électrostatiques entre les NPs et 

la membrane cellulaire. Cette interaction électrostatique peut entraîner une dépolarisation de la 

membrane bactérienne, provoquant une perte potentielle de la membrane et une rupture de la 

cellule. Les NPs peuvent également être internalisées par endocytose, absorption non 

spécifique, diffusion à travers la membrane et adsorption [12-13]. Par conséquent, les NPs 

d'oxydes métalliques sont prometteuses en tant qu'agents antimicrobiens [14-15], grâce à leur 

capacité à utiliser des mécanismes d'action multiples pour lutter contre la résistance 

microbienne. Dans ce contexte, l’oxyde de zinc (ZnO) est de plus en plus prisé en raison de sa 

biocompatibilité, de sa synthèse facile, de sa stabilité chimique, de sa grande abondance, de son 

coût abordable et de ses propriétés antimicrobiennes [16-18]. 

 Ce travail s'inscrit dans le contexte de la lutte contre les infections nosocomiales, en 

proposant une stratégie visant à prévenir la propagation des infections par l’élaboration de 

surfaces antimicrobiennes à base de ZnO. L’influence de la taille des NPs de ZnO a d’abord été 

étudiée contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. L’activité 

antimicrobienne a également été testée contre la levure Candida albicans. Ces quatre micro-

organismes ont été sélectionnés car ils sont parmi les principaux responsables des infections 

nosocomiales. Les NPs ont été synthétisées par la méthode sol-gel en raison de son faible coût 

et sa grande adaptabilité [19]. Elles ont été extraites sous forme de poudre pour s’affranchir de 

l'influence des solvants sur leur activité antimicrobienne. Un procédé de synthèse contrôlé a 

permis d’obtenir des NPs de tailles variables. Les poudres de NPs ont été redispersées dans un 

solvant aqueux dépourvu d’activité antimicrobienne, et leur stabilité a été évaluée en amont, un 

facteur crucial pour garantir une efficacité optimale [20]. L’innocuité des NPs a également été 

évaluée sur des cellules dermiques humaines, un aspect fondamental pour envisager leur 

introduction sur le marché des agents antimicrobiens. 

L’étude a ensuite porté sur l’évaluation de  l’activité antimicrobienne des NPs de ZnO sous 

forme de couches minces. Une analyse approfondie a été réalisée pour examiner l’influence de 

la microstructure, de la morphologie et de la rugosité des couches sur leur efficacité 

antimicrobienne, établissant ainsi la relation entre les propriétés de surface et leurs 

performances. 
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Avant de mesurer l’activité antimicrobienne des couches minces, une validation rigoureuse du 

protocole utilisé a été réalisée, conformément aux normes ISO 75081 :2024 et ISO 22196 : 

2011, ainsi qu’à une méthode semi-quantitative utilisant des lames gélosées en laboratoire. 

Cette étape était essentielle pour garantir des mesures précises, reproductibles et fiables, tout 

en assurant que la méthode réponde aux exigences des applications industrielles. 

Enfin, la dernière phase de cette recherche a consisté à formuler une peinture aqueuse contenant 

des NPs de ZnO, et à évaluer l’activité antibactérienne des films de peinture déposés par la 

méthode de dip-coating. 

Le premier chapitre concerne une synthèse bibliographique qui donne les notions 

importantes relatives au procédé d’élaboration des matériaux à savoir le procédé sol-gel, les 

propriétés et caractéristique du ZnO, Nous dressons un état de connaissance des applications 

industriels des NPs en tant qu’agents antimicrobiens, ainsi que la formulation de peinture et la 

formation de biofilms.  

Le deuxième chapitre présente les différentes méthodes de synthèse, de caractérisation et 

d’évaluation des propriétés des nanomatériaux synthétisés, ainsi que de leur activité 

antimicrobienne. Il aborde les procédés de synthèse  par la méthode sol-gel , les techniques 

d'analyse spectroscopique (Raman, FTIR, UV-Visible), les techniques de microscopie (MEB, 

TEM, AFM) et de caractérisation structurale (DRX). En outre, il détaille les méthodes de 

mesure de la concentration minimale inhibitrice et bactéricide (MIC et MBC) par microdilution, 

le test de survie bactérienne (Time-Kill Test) , les protocoles de mesure de l’activité biocide 

des surfaces, ainsi que l’analyse de la cytotoxicité.  

Le troisième chapitre examine l'effet de la taille des NPs de ZnO en suspension sur leur activité 

antimicrobienne ainsi que sur leur toxicité vis-à-vis des cellules dermiques humaines. Cette 

section débute par une analyse de l'activité antibactérienne des solvants utilisés dans le procédé 

sol-gel, suivie d'une étude de l'influence de divers paramètres de synthèse sur la taille des NPs. 

L'impact de la taille des NPs de ZnO sur la cinétique de croissance bactérienne est ensuite 

discuté en détail. Une étude sur l‘activité antifongique des NPs est également abordée. 

Le quatrième et dernier chapitre est consacré à l’étude de l’activité antimicrobienne des films 

de ZnO, ainsi que d’une peinture formulée avec des NPs de ZnO. L’influence de la 

concentration du précurseur et du solvant de synthèse sur la microstructure, la morphologie et 

la rugosité des films de ZnO est présentée. L’activité antifongique des films de ZnO est 
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également étudiée. Une étude sur la mise en place d’un protocole de mesure de l’activité 

antimicrobienne de surface est également présentée. 

Enfin, une conclusion générale terminera ce document présentant les résultats essentiels 

de l’étude, ainsi que les perspectives possibles.   
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Ce chapitre est une revue bibliographique non exhaustive sur les thèmes centraux de notre 

étude. Celle-ci vise à combattre les infections nosocomiales à travers l’utilisation de 

nanoparticules antimicrobiennes, spécifiquement celles d’oxyde de zinc (ZnO). Nous analysons 

le potentiel et les défis associés aux nanoparticules, examinant leur mécanisme antimicrobien, 

leurs caractéristiques et propriétés spécifiques. Le procédé Sol-Gel utilisé pour leur synthèse 

est également abordé, ainsi que les différents microorganismes étudiés, leurs biofilms, et la 

formulation de peintures.  

1. Potentiel des nanoparticules en tant qu’agents antimicrobiens 

 Les nanomatériaux ont émergé comme des agents microbicides prometteurs dans divers 

domaines en raison de leur activité microbicide. Leur rapport surface/volume élevé, combiné à 

leurs propriétés physico-chimiques uniques, leur permet d'exercer divers modes d'action 

(MOA) contre les micro-organismes, les rendant uniques en tant qu'agents antimicrobiens. 

Cette capacité exceptionnelle des NPs à inhiber la croissance des microorganismes a ouvert la 

voie à de nombreuses applications innovantes dans les domaines de la lutte contre les infections, 

de la désinfection et de la préservation des matériaux. Les classes représentatives de 

nanomatériaux pour l'application antimicrobienne comprennent les NPs à base de métaux, les 

nanomatériaux à base de carbone, les polymères, les nanocomposites, les nanoémulsions, les 

liposomes et les nanomatériaux intelligents [21]. Selon des rapports récents, les nanomatériaux 

à base de carbone, tels que les fullerènes, les nanotubes de carbone (NTC), en particulier les 

nanotubes de carbone à paroi simple (SWCNT), et les NPs d'oxyde de graphène (GO), 

présentent des propriétés antimicrobiennes intéressantes [22]. L'un des mécanismes principaux 

implique le contact direct des micro-organismes avec ces nanostructures de carbone, ce qui 

altère sérieusement l'intégrité de leur membrane cellulaire, leurs processus métaboliques et leur 

morphologie [23]. Les NPs métalliques peuvent être bactéricides, bactériostatiques en fonction 

de leur taille, de leur méthode de calottage et de leur concentration [24]. Les nanomatériaux à 

base d'argent représentent les agents antimicrobiens métalliques les plus reconnus [21, 24]. Ils 

sont employés pour favoriser la cicatrisation des plaies, que ce soit sous forme solide ou en 

solution saline pour le nettoyage des lésions cutanées. Actuellement, on peut trouver des 

pansements spécialement imprégnés de AgNO3 [25]. Plusieurs NPs métalliques (Ag, Zn, Cu) 

et d’oxydes métalliques (ZnO, CuO, MgO, TiO2) sont largement utilisés dans les applications 

biomédicales pour leurs propriétés bactéricides [26]. Par exemple, les NPs d'argent, associées 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/bacteriostatic
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aux nanotubes de titane, sont intégrées dans les implants orthopédiques pour leur action 

antibactérienne [27]. 

2. Enjeux et défis des nanoparticules en tant qu’agents antimicrobiens   

 Bien que les NPs offrent un potentiel prometteur en tant qu'agents antimicrobiens, des 

préoccupations croissantes subsistent quant à leur innocuité, notamment en ce qui concerne 

leurs effets sur la santé humaine et l'environnement. Par exemple, il a été signalé que les NPs 

d'Ag et de TiO2 peuvent altérer des cellules humaines [28 - 33].  

 En général, la toxicité d'un matériau de taille nanométrique dépend principalement du 

type de NPs, de leur concentration, de la durée de l'exposition, ainsi que des propriétés physico-

chimiques des particules telles que leur taille, leur forme, leur surface, leur charge superficielle, 

et les groupes présents en surface. D'autres facteurs tels que l'agrégation, le mode d'interaction 

avec les cellules, la libération d'ions par les NPs, leur dissolution, leur structure cristalline, leur 

hydrophobicité, leur bande interdite, le pH du milieu, le revêtement de surface et la 

fonctionnalisation peuvent également influencer leur prise en charge cellulaire et entraîner des 

effets indésirables [31]. La couverture de surface est également un élément déterminant [32]. 

Les NPs d’oxyde de fer super paramagnétiques revêtues sont relativement non toxiques par 

rapport à leurs homologues nus. Gupta et al. [33] ont démontré que les NPs revêtues de PEG 

étaient biocompatibles [34].  

 Les NPs de ZnO, en particulier, ont suscité un intérêt considérable en raison de leur 

biocompatibilité relativement élevée et de leur application potentielle en tant qu’agent 

antimicrobien. Des études ont montré que les NPs de ZnO sont biocompatibles avec des cellules 

humaines, ce qui signifie qu'elles peuvent interagir avec les cellules sans causer de dommages 

significatifs ou d'effets toxiques [35-38]. Le zinc est un cofacteur important dans divers 

mécanismes cellulaires et joue un rôle important dans le maintien de l’homéostasie cellulaire ; 

par conséquent, le ZnO peut présenter une biocompatibilité. Le ZnO administré peut être 

facilement biodégradé ou peut participer au cycle nutritionnel actif de l’organisme [40, 41]. 

Selon la Food And Drug Administration (FDA), le ZnO est classé « généralement reconnu 

comme sûr » lorsqu'il est utilisé comme filtre UV conformément aux directives cosmétiques 

[39]. Cette classification atteste de son utilisation sécuritaire dans les produits de protection 

solaire et les cosmétiques, soulignant ainsi sa tolérance par les tissus biologiques humains.  



 

9 
 

 Chapitre 1 : Etude bibliographique 

 
Cependant, l'effet toxique de ces NPs sur l'environnement a également été signalé [40]. L'étude 

menée par Brunner et ses collègues [41] a révélé que presque toutes les cellules humaines et de 

rongeurs sont décédées après avoir été exposées à des concentrations de NPs de ZnO 

supérieures à 15 ppm [42].  

Des NPs de ZnO de taille contrôlée et à surface fonctionnalisée ont été développées pour 

minimiser leur toxicité potentielle. De plus, les avancées dans la nanotechnologie ont permis 

de créer des revêtements spécifiques qui améliorent la biocompatibilité des NPs de ZnO, les 

rendant plus sûres pour une utilisation dans divers contextes, y compris en médecine.  

 Malgré leur relative biocompatibilité, l'utilisation des NPs de ZnO et d'autres 

nanomatériaux suscite toujours des préoccupations. Selon le rapport du Comité Scientifique sur 

la Sécurité des Consommateurs (SCCS) de la Commission européenne (2012), les Nps de ZnO 

constituent un risque limité pour les consommateurs lorsqu'elles sont présentes à une 

concentration de l’ordre de 25 % [43]. Elles sont également intégrées dans les filtres solaires. 

Les organismes de réglementation tels que l'Agence de protection de l'environnement aux États-

Unis et la Communauté européenne ont pris des mesures pour gérer les risques associés aux 

NPs, bien qu'il n'existe pas encore de réglementation officielle spécifique sur leur sécurité [39]. 

Par conséquent, il est essentiel de procéder à une évaluation continue de leur innocuité afin 

d'assurer leur utilisation responsable dans divers secteurs, tout en minimisant les risques pour 

la santé humaine et l'environnement. 

3. Mécanisme antimicrobien des nanoparticules  

 Les NPs antimicrobiennes, en raison de leur petite taille et de leur grande surface 

spécifique, ont la capacité de pénétrer les membranes cellulaires des micro-organismes tels que 

les bactéries et les champignons. Leurs mécanismes antimicrobiens sont de mieux en mieux 

compris et sont résumés sur la Figure 1. En général, ces mécanismes peuvent être divisés en 

destruction par contact direct et indirect. La destruction par contact indirect implique 

l’ionisation et la libération d’espèces réactives à oxygène (ERO).  

En ce qui concerne la destruction par contact direct, elle peut impliquer des interactions telles 

que l'attraction électrostatique, les forces de van der Waals, les interactions récepteur-ligand, 

les interactions hydrophobes et l'adsorption [44-48]. À l'intérieur de la cellule, les NPs 

interfèrent avec les biomolécules ou les structures intracellulaires comme les protéines, les 

organites, les lysosomes et l'ADN, soit par des interactions directes, soit par la génération d'ions 

ou d’espèces réactives à oxygène ERO [49]. Cela entraine des modifications de l'activité 
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métabolique des microorganismes, dans la perméabilité et l'intégrité des cellules, conduisant 

ultimement à la mort cellulaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Mécanismes antimicrobiens (contre les bactéries et/ou les champignons) de diverses 

NPs[50]. 

Les principaux mécanismes antimicrobiens indirects des NPs peuvent être résumés par la 

production de peroxyde d'hydrogène (H2O2) induisant un stress oxydatif et la libération d'ions. 

La production du peroxyde d’hydrogène peut être expliquée de la manière suivante. Les trous 

(h+) et les électrons (e-) provenant respectivement de la bande de valence (VB) et de la bande 

de conduction (CB) interagissent avec les composés de la surface des NPs. Plus précisément, 

les trous (h+) réagissent avec les molécules d'eau provenant du milieu de culture des 

microorganismes pour générer des radicaux •OH et des ions H+. Pendant ce temps, les électrons 

(e-) convertissent l'oxygène dissous dans le milieu en anions radicaux superoxyde (•O2 −), qui 

réagissent ensuite avec les ions H+ pour produire des radicaux hydroperoxyle (HO2•). Ces 

radicaux hydroperoxyle réagissent ensuite avec les ions hydrogène H+ pour former des 

molécules de H2O2. Le peroxyde d'hydrogène H2O2 a la capacité de pénétrer les membranes 

cellulaires et d'éliminer les bactéries [51, 52]. Dans la littérature, de nombreuses études ont 

démontré l'activité biocide des ERO [53-55]. Les ERO sont généralement considérés comme 

des métabolites secondaires qui se forment au cours de processus biochimiques spécifiques au 

sein des micro-organismes, notamment ceux se produisant dans la chaîne respiratoire. 

Normalement, la production et l'élimination des ERO sont étroitement régulées. Cependant, en 

cas de déséquilibre entre leur production et leur dégradation, un état appelé stress oxydatif peut 
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survenir, entraînant des dommages cellulaires [56]. Les principaux effets toxiques des ERO 

comprennent la détérioration des membranes cellulaires par la peroxydation des lipides, la 

dénaturation de l'ADN et l'oxydation des protéines [57]. L’oxydation des lipides de la 

membrane cellulaire dégrade son intégrité. Cette perte de l’intégrité conduit à la fuite de 

molécules vitales et d'ions, y compris des substances essentielles telles que les protéines et les 

enzymes, cruciales pour les fonctions métaboliques de la cellule. Le déséquilibre métabolique 

conduit finalement à la mort cellulaire. De nombreux auteurs ont démontré les dommages 

causés aux cellules d'E. coli au contact des NPs de ZnO [58-61].  

La libération des ERO n'est pas la seule cause des dommages membranaires ; cela peut 

également résulter d'interactions électrostatiques ou de dommages mécaniques [62]. À un pH 

faiblement alcalin ou neutre, les membranes bactériennes acquièrent une charge négative en 

raison de la dissociation des groupes carboxyliques dans les molécules bactériennes. En 

fonction du potentiel zêta des NPs de ZnO, qui dépend de plusieurs facteurs tels que la 

couverture de surface, une interaction électrostatique entre les NPs de ZnO et les cellules 

bactériennes peut se produire, entraînant une dépolarisation de la charge de surface de la 

membrane cellulaire des bactéries. Cette altération peut compromettre l'intégrité structurelle et 

la perméabilité de la membrane bactérienne, conduisant à leur mort [63]. 

La libération d’ions métalliques et leur activité antimicrobienne est également exploré dans la 

littérature [64-66]. Cependant les chercheurs n’arrivent pas à statuer sur leur importance sur le 

mécanisme antimicrobienne des NPs [64, 66].   

Le mode d’action antimicrobienne des NPs peut être une combinaison de tous ces mécanismes. 

Il dépend du type de NPs et de microorganismes.  

Le Tableau 1 présente une liste non exhaustive de NPs ayant des propriétés antimicrobiennes, 

ainsi que leurs mécanismes d'action, tels qu'évoqués dans la littérature. 
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 Tableau 1: Nanomatériaux couramment utilisés en tant qu'agents antimicrobiens, leurs mécanismes d'action et leurs caractéristiques [67]. 

 

Type de NPs Méchanismes proposés Facteur influençant l’activité 

antimicrobienne 

Ag Libération d'ions ; induction de cavités et d'espaces dans la 

membrane bactérienne ; interaction avec des groupes disulfures 

ou sulfhydryles d'enzymes entraînant la perturbation des 

processus métaboliques. L'ADN perd sa capacité de réplication et 

le cycle cellulaire s'arrête à la phase G2/M en raison des 

dommages à l'ADN (dans le cas d’Ag2O) 

 

 

Taille et forme des particules. 

 

ZnO Génération d’ERO à la surface des particules ; libération d'ions 

zinc, dysfonctionnement membranaire ; et internalisation des NPs 

dans la cellule. 

 

Taille et concentration des particules. 

TiO2 Stress oxydatif par la génération de ERO ; peroxydation des 

lipides entraînant une augmentation de la fluidité 

membranaire et une perturbation de l'intégrité cellulaire. 

 

Structure cristalline, forme et taille. 

 

Si Influence sur les fonctions cellulaires telles que la 

différenciation cellulaire, l'adhésion et la propagation. 

     

Taille et forme des particules. 
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CuO Passage des nanoparticules à travers la membrane cellulaire 

des bactéries, puis endommagement des enzymes vitales des 

bactéries. 

Taille des particules et 

concentration. 

MgO et CaO Endommagement de la membrane cellulaire, entraînant la 

fuite du contenu intracellulaire et la mort des cellules 

bactériennes. 

Taille des particules, pH et 

concentration. 

 

 

 La section suivante examine les caractéristiques et propriétés du matériau étudié dans cette recherche, à savoir l’oxyde de zinc (ZnO)
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4. Caractéristiques et propriétés des nanoparticules de ZnO  

 Le ZnO est un semi-conducteur II-VI de type n avec une large bande interdite de 3,3 eV 

et une énergie de liaison excitonique élevée de 60 meV, ce qui le rend essentiel pour les 

applications optoélectroniques et photovoltaïques. Sa large bande interdite dans l’UV lui 

confère également des propriétés de conductivité électrique et d’absorption, le rendant 

également efficace comme écran anti-UV. Sa haute mobilité électronique le rend avantageux 

dans les dispositifs électroniques où le transport rapide des charges est nécessaire. Il est utilisé 

comme photocatalyseur en raison de sa capacité à générer des paires électron-trou sous 

irradiation lumineuse, qui réagissent avec l'oxygène et l'eau pour produire des radicaux 

oxydants hautement réactifs capables de décomposer les polluants organiques [68]. Ses 

propriétés photoélectriques en font également un candidat potentiel pour des applications en 

tant qu'agent bactériostatique sous lumière visible [69]. Les NPs de ZnO sont efficaces contre 

les bactéries à Gram positif et à Gram négatif, ainsi que contre les spores thermophiles et 

barophiles [70]. En raison de leur coût abordable, les NPs de ZnO font partie des NPs d'oxydes 

métalliques les plus importantes dans les applications biologiques [71].  L’obtention de 

matériaux de ZnO à l’échelle nanométrique améliore leur performance dans divers domaines 

[72-74], notamment en tant qu’agents antibactériens.  

Le ZnO est connu pour son activité antimicrobienne à l’échelle nanométrique et micrométrique. 

Néanmoins, son activité est plus importante à des tailles nanométriques [75]. Pasquet et al. [76] 

ont constaté que la meilleure activité antimicrobienne contre E. coli et P. aeruginosa était en 

présence de cristaux de ZnO plus petits.  Álvarez et al. [77] ont montré que plus la taille des 

NPs de ZnO est petite, plus l'inhibition est élevée pour toutes les souches pathogènes étudiées: 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, ainsi que pour les pathogènes dentaires : Streptococcus mutans, Streptococcus 

sanguinis, Porphyromonas gingivalis et Prevotella intermedia, en raison de leur surface 

spécifique élevée.  

L'augmentation de la surface spécifique rend les NPs de ZnO plus réactives, ce qui se traduit 

par une forte concentration de particules de surface capables d'interagir avec les électrons et les 

trous. Cette caractéristique offre davantage de sites où les charges électriques peuvent 

s'accumuler, entraînant une charge électrique de surface élevée et de fortes interactions 

électrostatiques entre les NPs de ZnO et les membranes bactériennes. En outre, la taille des NPs 

(de 1 à 100 nm) est comparable à celle des globules de protéines (2 à 10 nm), au diamètre de 

l'hélice d'ADN (2 nm) et à l'épaisseur des membranes cellulaires (10 nm) [12]. La diminution 
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de leur taille leur permet ainsi de pénétrer dans les cellules et les organites cellulaires. Le ZnO 

présente trois (3) structures cristallines : la wurtzite, la blende et le sel gemme ou rocksalt.  

La structure wurtzite, celle obtenue dans les conditions ambiantes, est également celle produite 

dans le cadre de cette thèse. Elle possède un espacement de réseau a = 0.325 nm et c = 0.521 

nm. Le ratio c/a  ̴1.6 est proche de la valeur idéale qui est de 1,633. Chaque atome de zinc est 

entouré par quatre atomes d’oxygène pour former des tétraèdres et inversement [78] . C’est une 

structure thermodynamiquement stable dans les conditions de pression et de températures 

normales. Les autres structures, le zinc blende et le rocksalt, se forment dans des conditions 

particulières. En effet, le zinc blende est stabilisé par des techniques de croissance et le rocksalt 

s’obtient à haute pression.  La Figure 2  présente la structure cristalline Wurtzite de l’oxyde de 

zinc ZnO. 

 

Figure 2: La structure Wurtzite de l’oxyde de zinc ZnO. 

5. Le procédé Sol-Gel 

5.1. Définition 

 Le procédé Sol-Gel (SG), une contraction des termes « Solution-Gélification », se définit 

comme le processus permettant la formation d'un solide à partir d'une solution homogène de 

précurseurs, en passant par l'intermédiaire d'un sol ou d'un gel. Un sol désigne une suspension 

de particules colloïdales (de 1 à 1000 nm) dans un liquide, tandis qu'un gel correspond à un 

réseau inorganique semi-rigide, interconnecté dans une phase liquide continue. Les précurseurs, 

sous forme de sels métalliques ou d'alcoxydes métalliques de formule générale M(OR)n (où M 

représente un métal de valence n et R un groupe alkyle organique CnH2n+1), initient la réaction 

chimique. Des réactions d'hydrolyse et de condensation conduisent alors à la formation d'un sol 

stable et transparent. Ce sol subit ensuite une polymérisation progressive des particules 

colloïdales vieillies, aboutissant à la formation d'un gel tridimensionnel (Voir Figure 3).  



   

16 
 

Chapitre 1 : Etude bibliographique  Chapitre 1 : Etude bibliographique 

 

Figure 3 : Illustration du processus de transition du sol au gel. 

En raison de sa simplicité, de la possibilité d'obtenir des particules cristallisées à relativement 

basse température et du contrôle de la composition, le processus sol-gel traditionnel est souvent 

préféré par rapport à d'autres méthodes chimiques comme la synthèse en phase vapeur chimique 

[79, 80]. 

Les procédés sol-gel sont variés, et cette diversité est illustrée par la Figure 4 de Bokov et al. 

[81]. Les différentes méthodes de fabrication du procédé sol-gel permettent aux industries de 

créer des matériaux allant des poudres ultra-fines et des nanocristallites aux fibres céramiques 

ou en verre, aux films minces de qualité optique, aux céramiques et verres monolithiques, aux 

aérogels fortement poreux, et aux membranes inorganiques. Le procédé sol-gel, en tant que voie 

de chimie en phase liquide à basse température et à faible coût, est largement exploité pour la 

synthèse d'oxydes métalliques et de nanocomposites à base d'oxydes métalliques [82]. Parmi 

les produits dérivés du procédé sol-gel, les films minces et les revêtements représentent la 

catégorie la plus importante [83].      
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Figure 4: Aperçu des types de processus réalisables avec la méthode sol-gel et des produits 

obtenus à partir de chaque processus [81].  

Le procédé sol-gel aqueux, utilisant de l'eau comme phase liquide, implique l'utilisation de sels 

métalliques MXn tels que chlorures, nitrates, oxychlorures, etc., tandis que le sol-gel non 

aqueux, avec une phase liquide organique, fait intervenir les alcoxydes métalliques, les acétates, 

etc. La méthode sol-gel utilisée dans cette étude est une méthode hybride consistant à dissoudre 

des sels métalliques hydratés dans un alcool.  

 Le paragraphe suivant présente brièvement le mécanisme réactionnel général avant 

d'aborder plus en détail le mécanisme spécifique de la méthode appliquée dans cette recherche.  

5.2.Mécanisme réactionnel  

 Le procédé sol-gel présente une similitude avec celui de la polymérisation. La première 

étape consiste à dissoudre le précurseur dans un solvant aqueux ou organique, éventuellement 

facilitée par l'ajout d'un agent complexant du cation métallique impliqué [84]. Ensuite, les 

réactions d'hydrolyse et de condensation se déroulent.  

a) Hydrolyse du précurseur  

 Dans la réaction d'hydrolyse, le groupe alcoxyde •OR du précurseur est remplacé par un 

groupe hydroxyle •OH. La formule réactionnelle est la suivante :  

𝑴(𝑶𝑹)𝒏 + 𝒙𝑯𝟐𝑶               𝑴(𝑯𝑶)𝒙(𝑶𝑹)𝒏−𝒙 + 𝒙𝑹 − 𝑶𝑯  (1) 
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b) Condensation 

 La condensation pour former des liaisons M–O–M peut se faire par libération d'une 

molécule d'eau H2O (oxalation), équation (2), ou par libération d'une molécule d'alcool ROH 

(alkoxolation), équation (3) .  

Durant le processus d'oxolation, les liaisons M − OH se condensent entre elles, engendrant la 

formation de liaisons de type métal-oxygène-métal  (M − O − M) tout en libérant de l'eau.  

𝑴 − 𝑶𝑯 + 𝑯𝑶 − 𝑴               𝑴 − 𝑶 − 𝑴 + 𝑯𝟐𝑶    (2) 

Lors de l'alkoxolation, les liaisons M − OH condensent avec les liaisonsM − OR, créant ainsi 

des liaisons de type métal-oxygène-métal (M − O − M) et libérant de l’alcool ROH.  

𝑴 − 𝑶𝑹 + 𝑯𝑶 − 𝑴              𝑴 − 𝑶 − 𝑴 + 𝑹𝑶𝑯     (3) 

c) Nucléation et croissance  

 La nucléation est le processus de formation d'une nouvelle phase au sein d'une phase 

existante [86]. Dans le cas de la cristallisation, elle marque le début de la formation d'un cristal 

à partir d'une solution, d'un liquide ou d'une vapeur. Un petit groupe d'ions, d'atomes ou de 

molécules s'assemble selon un motif spécifique d'un solide cristallin, créant ainsi un noyau. Ce 

noyau sert de point d'ancrage sur lequel d'autres particules viennent se fixer, favorisant la 

croissance progressive du cristal. La croissance se manifeste par l'augmentation dimensionnelle 

et la maturation progressive de ces particules au fil du temps. Le contrôle de la nucléation est 

crucial pour réguler le nombre, la taille, la perfection, le polymorphisme et d'autres 

caractéristiques des matériaux cristallins [87].  

Les paramètres qui influencent la structure, la morphologie et la taille des particules élaborées 

à partir de cette méthode comprennent la température, le type de solvant, le pH, le rapport 

d'hydrolyse, le rapport de concentration de l'alkoxyde par rapport à celui de l'eau, ainsi que la 

nature et la concentration en alcoxyde.  

Les additifs tels que les alkanolamines et les acides carboxyliques sont souvent utilisés pour 

améliorer la solubilité et la stabilité des sels métalliques dans les milieux alcooliques. Par 

exemple, l’acétate de zinc dihydraté a une solubilité limitée dans des alcools comme l'éthanol 

et le 2-propanol en l'absence d'autres agents ou de chauffage. Les additifs forment des 

complexes stables qui empêchent la précipitation rapide des hydroxydes métalliques et 

facilitent la formation de dispersions ou de solutions homogènes. 
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5.3. Mécanisme réactionnel par voie sol-gel hybride 

 

 Les nanoparticules de ZnO préparées dans cette étude résultent d'un procédé sol-gel 

inspiré de Znaidi et al. [88], avec quelques légères modifications. Ce procédé implique la 

dissolution d'un précurseur de zinc, l'acétate de zinc dihydraté, à 60°C, dans un solvant 

organique. La monoéthanolamine (MEA) y est utilisée comme agent chélateur et base faible 

pour modérer les réactions d’hydrolyse et de condensation. La solution obtenue est une solution 

transparente de composés intermédiaires. Le mécanisme réactionnel proposé est le suivant 

(Voir Figure 5) : 

• Dissolution initiale du précurseur : L'acétate de zinc dihydraté se dissout partiellement 

dans l'alcool, libérant des ions zinc et des ions acétate. 

𝑍𝑛(𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂)2, 2𝐻2𝑂                              𝑍𝑛2+ + 2𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂− + 2𝐻2𝑂 (4)  

• Attaque nucléophile : Un ion acétate est attaqué par un ion hydrogène provenant de 

l'eau. 

𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂− + 𝐻+                    𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 (5) 

• Formation de complexes stables : 

- Interaction du MEA comme ligand bidentate avec les ions Zn²⁺ : Les atomes d'azote et 

d'oxygène du MEA, possédant des doublets d'électrons non liants, agissent comme des 

nucléophiles et se lient au cation zinc par des liaisons de coordination. 

𝑍𝑛2+ + 2𝑁𝐻2(𝐶𝐻2)2𝑂𝐻                         [𝑍𝑛(𝑁𝐻2(𝐶𝐻2)2𝑂𝐻)2 ]2+(6)                              

- Interaction des ions acétate avec les ions Zn²⁺: Les ions zinc interagissent avec les ions 

acétate pour former un complexe stable de zinc-acétate. 

𝑍𝑛2+ + 2𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂−                               𝑍𝑛(𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂)2 (7) 

• Hydrolyse et condensation : Le MEA, en tant que base faible, augmente légèrement le 

pH (6) pour former de faibles quantités d’ions OH⁻ qui pourrait initier des processus 

d’hydrolyse des complexes et de condensation pour former des espèces Zn-oxo acétate. 

[𝑍𝑛(𝑁𝐻2(𝐶𝐻2)2𝑂𝐻)2 ]2+ + 𝑂𝐻−              𝑍𝑛(𝑂𝐻)𝑁𝐻2(𝐶𝐻2)2𝑂𝐻 +  𝑁𝐻2(𝐶𝐻2)2𝑂𝐻 (8) 

𝑍𝑛(𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂)2 +  𝐻2𝑂                         𝑍𝑛(𝑂𝐻)(𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂) +  𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 (9) 

𝑍𝑛(𝑂𝐻)(𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂) + 𝑍𝑛(𝑂𝐻)𝑁𝐻2(𝐶𝐻2)2𝑂𝐻    𝑍𝑛2(𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂)2𝑂 +  𝑁𝐻2(𝐶𝐻2)2𝑂𝐻 +  𝐻2𝑂 (10)  

À cette étape, la formation de ZnO n’est pas thermodynamiquement favorable et nécessite un 

apport d’énergie qui peut être d’origine thermique, chimique, ou une combinaison des deux. 

Alcool 
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Pour la préparation de films minces, l’énergie est d’origine thermique : les films sont traités à 

la température de cristallisation du ZnO (300-500°C). Pour la préparation de poudres de 

nanoparticules, une légère modification de la méthode précédemment décrite est réalisée, 

combinant un traitement chimique et thermique. De l'eau est ajoutée à une température 

relativement basse pour accélérer les réactions d'hydrolyse-condensation, tandis que la haute 

température déshydrate les composés, formant ainsi des poudres de ZnO. 

• Formation de couches minces de ZnO par décomposition thermique :  

𝑍𝑛2(𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂)2𝑂                  2𝑍𝑛𝑂 + 2𝐶𝑂2 + 3𝐻2𝑂 + 2𝐶𝐻4 (11) 

• Formation de nanopoudres de ZnO par hydrolyse et déshydratation :  

𝐻𝑦𝑑𝑟𝑜𝑙𝑦𝑠𝑒 ∶  𝑍𝑛2(𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂)2𝑂 +  2𝐻2𝑂                           𝑍𝑛2(𝑂𝐻)2𝑂 + 2𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 (12)         

𝐷é𝑠ℎ𝑦𝑑𝑟𝑎𝑡𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 ∶  𝑍𝑛2(𝑂𝐻)2𝑂                            2𝑍𝑛𝑂 + 𝐻2𝑂 (13) 

 

Figure 5 : Esquisse des équilibres chimiques intervenant dans les solutions initiales. 

L'hydrolyse et la condensation sont stimulées par la température. Il peut en résulter des 

groupements condensés solubles ou colloïdaux, qui peuvent être déposés comme précurseurs 

[89].  

 La partie suivante aborde les généralités concernant les différents microorganismes 

étudiées dans cette recherche. 

 

 

 

 

Δ 

T°C 
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6. Généralités sur les microorganismes  

6.1.Les bactéries  

Les bactéries, en tant qu'organismes procaryote unicellulaires, se caractérisent par leur 

petite taille et une morphologie variable, exhibant des caractéristiques distinctes. Leur 

dimension s'étend généralement de 1 à 10 µm. Elles renferment approximativement 70% d'eau. 

Le poids sec d'une bactérie est constitué de 55% de protéines, 10% de lipides, 3% de 

lipopolysaccharides, 3% de peptidoglycane, 40% de ribosomes, 20% d'ARN et 3% d'ADN. La 

composition de leur structure inclus le chromosome, la membrane nucléaire, le cytoplasme, la 

paroi... ; et d’autres éléments facultatifs tels que les plasmides, la capsule, les pilli.  

La Figure 6 présente la structure d’une bactérie.  

 

Figure 6 : Structure d'une bactérie [90]. 

L’architecture et la composition de la structure pariétale joue un rôle crucial pour la viabilité, 

la virulence et l’intégrité mécanique de la bactérie. La paroi, un réseau de polymère constitue 

la principale barrière protectrice de la bactérie. Le peptidoglycane (PG), également connu sous 

le nom de mucopeptide, constitue le polymère de base de la paroi et est présent chez toutes les 

bactéries, à l'exception des mycoplasmes. Cette structure tridimensionnelle est composée 

d'unités linéaires répétitives de disaccharide N-acétylglucosamine lié à l'acide N-

acétylmuramique. Les disaccharides sont liés entre eux par des chaînes d'acides aminés 

pentapeptidiques souvent flexibles comme le montre la Figure 7.  
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Figure 7 : Structure du peptidoglycane [91]. 

Le peptidoglycane est le facteur déterminant qui assure la préservation de l'intégrité de la paroi 

bactérienne, conférant aux bactéries la capacité de résister à la forte pression osmotique interne, 

tout en jouant un rôle essentiel dans la division cellulaire. L'homéostasie lipidique de la 

membrane joue également un rôle crucial dans la viabilité des bactéries, car sa composition 

influence sa viscosité, module sa perméabilité, et affecte le transport des solutés ainsi que les 

interactions protéiques [92]. 

Les bactéries sont classées en deux groupes distincts grâce à la coloration de Gram. La 

classification des bactéries par la coloration de Gram repose sur des différences phénotypiques 

liées à l'épaisseur de leur paroi cellulaire, qui présente des compositions distinctes en 

glycosaminopeptide et en lipoprotéines. La paroi cellulaire des bactéries Gram-positives se 

distingue de celle des Gram-négatives par l'absence de membrane externe et la présence d'une 

couche épaisse de peptidoglycane entourant la membrane plasmique [92, 93]. En effet, les 

bactéries Gram-positives possèdent une couche de peptidoglycane 10 à 15 fois plus épaisse que 

celles Gram-négatives. Les bactéries Gram-négatives, plus complexes, présentent une 

membrane externe au-delà de la couche de peptidoglycane, composée de lipopolysaccharides 

(endotoxine), de lipoprotéines et de phospholipides [94].  
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Gram (+)  

La membrane cytoplasmique des bactéries Gram-positives se compose d'une bicouche lipidique 

dont la composition peut varier considérablement, mais qui inclut généralement des quantités 

significatives de phosphatidylglycérol et de cardiolipine. Elle est enveloppée de plusieurs 

couches de PG, formant une coque protectrice d'une épaisseur de 30 à 100 nm [92]. L’enveloppe 

cellulaire des Gram positives est caractérisée par une richesse en acides téichoïques (AT), se 

répartissant en deux classes principales : les acides lipotéichoïques (ALT), ancrés à un lipide 

intégré dans la membrane cellulaire, et les acides muramiques téichoïques (AMT), attachés de 

manière covalente au PG. La suppression simultanée des acides téichoïques est mortelle car l'un 

ne peut compenser l'autre. La perte de l’AMT a été observée entraîner une colonisation et une 

infection réduites de S. aureus dans des expériences in vivo, notamment dans le modèle 

d'endocardite du lapin [91]. D'autres fonctions majeures des acides téichoïques ont été établies, 

notamment leur capacité à protéger contre le stress environnemental. Elles médient la formation 

de biofilm et la liaison aux dispositifs médicaux [91].  

Gram (-) 

La membrane externe est une bicouche lipidique complexe. Elle présente une asymétrie avec 

des phospholipides (PL) sur sa couche interne et une trame de polymères de lipopolysaccharides 

(LPS) sur sa couche externe. La charge négative globale de l’enveloppe des bactéries Gram-

négatives est attribuée à la nature fortement chargée des LPS. Les LPS représentent le 

composant principal de la membrane externe des bactéries à Gram négatif, occupant une place 

cruciale dans le développement de la résistance aux médicaments, le transport et la 

configuration des protéines extracellulaires, l'absorption des nutriments, ainsi que dans diverses 

cascades de transduction de signaux [95]. Les fortes interactions latérales entre les LPS, ainsi 

que leurs chaînes acyles saturées, stabilisent la membrane externe, ce qui limite le passage de 

molécules hydrophobes. La membrane externe est donc perméable aux petites molécules 

solubles dans l’eau. On estime que les propriétés biochimiques de la membrane externe 

confèrent des propriétés mécaniques à celle-ci, jouant ainsi un rôle crucial dans la viabilité des 

bactéries Gram-négatives [96].  

La paroi des Gram-négatif est une monocouche fine d’épaisseur <10 nm. La Figure 8 est une 

comparaison entre la structure de l’enveloppe des bactéries Gram-négatives et celles des Gram-

positives.   
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Figure 8 : Comparaison de la structure pariétale des bactéries a) Gram négatives et b) 

Gram positives [97].  

6.2. Les levures 

Les levures sont des organismes eucaryotes unicellulaires. À la différence des cellules 

procaryotes, leurs cellules eucaryotes possèdent un noyau délimité par une membrane, qui 

renferme l'information génétique, et contiennent des mitochondries, jouant un rôle dans la 

respiration aérobie et la production d'ATP. 

Le genre de levure le plus commun est le genre Saccharomyces, utilisé dans la fermentation de 

la bière. Cependant, d'autres genres de levures existent, notamment Candida, possédant un 

pouvoir pathogène pour l'homme. 

Les levures adoptent une forme ovale et sont de taille plus importante que les bactéries, 

mesurant environ de 4 à 40 μm. Leur membrane cellulaire est également plus rigide comparée 

à celle des bactéries [98]. 

La structure d'une cellule de levure comprend une paroi cellulaire, un cytoplasme granulaire, 

une vacuole proéminente et un noyau. La paroi cellulaire, constituée de chitine associée à 

d'autres composés chimiques, forme une barrière fine et délicate. Elle protège la levure des 

agressions physico-chimiques du milieu extérieur.  

Chez les eucaryotes, la paroi cellulaire est un ensemble diversifié d’organites, mais en général, 

elle est composée d’un composant fibrillaire (protéine ou polysaccharide) et d’une matrice 

amorphe réticulée (généralement une glycoprotéine) [99].   

a) Bactérie Gram négative b) Bactérie Gram positive 
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Le composant fibrillaire présente une conformation hélicoïdale de β1,3-glucane, avec une 

longueur maximale de 600 nm, soit 1/10 de la circonférence de la cellule [100]. Cette triple 

hélice de polysaccharides mesure un diamètre de 10 à 30 nm, et chaque brin est ramifié par des 

groupes 6-hydroxy (β1,6-glucane) [99, 100]. Les chaînes latérales ont un diamètre de 0,5 à 1 

nm. Ces polysaccharides ont une fonction structurelle. Le glucane subit une transglycosylation 

avec la chitine.  À la couche la plus externe de l'enveloppe cellulaire des levures se trouvent les 

manoprotéines, des polypeptides fortement glycosylés (glycoprotéines) qui sont réticulés avec 

le glucane. Les manoprotéines sont liées entre elles par des ponts disulfures ou par des 

interactions hydrophobes, assurant ainsi une fonction importante pour la perméabilité de la 

paroi cellulaire [101-104]. La structure de la paroi d’une levure est présentée sur la Figure 9. 

 

Figure 9: Structure de la paroi d'une levure [97]. 

 

Cette étude se concentre sur l'analyse de quatre (4) microorganismes, comprenant deux 

bactéries à Gram négatif, Escherichia coli (ATCC 8739) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 

9027), une bactérie à Gram positif, Staphylococcus aureus (ATCC 6538), et une levure, 

Candida albicans (ATCC 10231). Les caractéristiques de ces microorganismes sont abordés 

dans les sections suivantes.  

▪ Escherichia coli  

 Le genre Escherichia appartient à la famille des Enterobacteriaceae. Il regroupe cinq 

espèces (E. coli, E. fergusonii, E.hermanii, E. albertii et E. vulneris) avec des caractéristiques 

biochimiques particulières permettant de les distinguer. E.coli a la particularité de constituer 

l’espèce prédominante du microbiote aérobie du côlon à des taux de 106 – 107 
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bactéries/Gramme de selles chez l’homme. Son acquisition a lieu dès les premières heures de 

la vie puis par voie orale à partir de l’alimentation.  

E. coli est un colibacille c’est-à-dire un bacille à Gram négatif. Certaines souches possèdent des 

flagelles et peuvent se déplacer. Des capsules et des fimbriae peuvent également être observés 

chez certaines souches. Leur croissance est optimale à 37°C.  Sur gélose de dénombrement 

standard, leur croissance donne des colonies blanches, grisâtres, humides, lisses, opaques ou 

translucides [105, 106].  

La majorité des souches E. coli sont des commensaux du tube digestif qui nous protègent 

de l’implantation des bactéries pathogènes (flore de barrière). Cependant, certaines souches 

sont capables de provoquer des infections chez l’être humain. Ces infections sont classées en 

deux catégories : infections intestinales (diarrhées) et infections extra-intestinales (infections 

urinaires, bactériémies, méningites néonatales). Le type le plus dangereux d'infection à E. 

coli qui provoque une intoxication chez les humains est dû à E. coli O157. Ce germe produit 

différentes toxines dont la Shiga-toxine (Centers for Disease Control and Prevention CDC).    

La Figure 10 illustre la morphologie des E.coli ainsi que les colonies de ces bactéries sur une 

gélose nutritive utilisée pour le dénombrement. 

 

Figure 10: a) Illustration d'Escherichia coli (Centers for Disease Control and Prevention CDC);  

et b) Culture d'Escherichia coli dans une boîte de Petri (German Center for Infection Research). 

▪ Pseudomonas aeruginosa 

 Pseudomonas aeruginosa est une bactérie à Gram négatif du genre des Pseudomonas 

appartenant à la famille des Pseudomonadaceas. Il est aussi appelé bacille pyocyanique en 

raison de sa coloration bleu-vert caractéristique due à la synthèse des pigments de pyocyanine 

et de pyoverdine et de son odeur aromatique (seringat). Pseudomonas aeruginosa est une 

bactérie non sporulante, non capsulée sous forme de bâtonnet ou légèrement courbée. Elle est 
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mobile grâce à la présence d’un flagelle monotriche polaire. Son métabolisme est assez 

versatile. Il peut utiliser une variété de sucres simples et complexes, d’alcools et d’acides 

aminés comme seule source de carbone. Son métabolisme respiratoire est aérobie mais peut 

utiliser le nitrate NO3 comme source d’oxygène dans les milieux dépourvue d’O2. Sa 

température optimale de croissance est de 37°C mais est capable de croître au-delà de 42°C.  

Le P.aeruginosa est rencontré dans l’environnement mais peut également être 

commensale. C’est une bactérie opportuniste à l’origine d’une incidence de 0.4% dans les 

hôpitaux américains selon la CDC. Il est le quatrième agent pathogène nosocomial le plus 

communément isolé et représente 10.1% de toutes les infections nosocomiales [105].  

La Figure 11 illustre la morphologie des P. aeruginosa ainsi que les colonies de ces 

bactéries sur une gélose nutritive utilisée pour le dénombrement. 

 

  Figure 11: a) Illustration d'une bactérie Pseudomonas aeruginosa et b) Culture de 

Pseudomonas aeruginosa sur boîte de Pétri (Science Photo Library). 

Par ailleurs, il convient de noter que Pseudomonas aeruginosa a récemment subi un 

changement de taxonomie et est désormais nommé Pseudomonas paraeruginosa [107]. 

Cependant, dans ce document, nous continuons à utiliser son ancienne dénomination, P. 

aeruginosa. 

▪ Staphylococcus aureus 

 Les staphylocoques sont des bactéries ubiquitaires présentent dans la flore résidente de la 

peau de l’homme et des animaux et de façon transitoire dans les autres flores. Ils ont été 

observés pour la première fois au microscope en 1878 par Louis Pasteur et ses collaborateurs 

sous forme d’« amas de grains » dans des pus de furoncles et d’ostéomyélites. Certaines de ces 

espèces sont présentes chez l’homme et chez l’animal tandis que d’autres sont rencontrées plus 

particulièrement chez l’homme. S. aureus existe principalement chez l’homme mais elle est 
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également retrouvée dans l’environnement et les animaux. C’est une bactérie commensale de 

la peau et de la muqueuse dont la niche principale est la fosse nasale.  

Elle produit des caroténoïdes lui conférant sa couleur dorée qui lui est caractéristique. Son 

aspect en culture est de blanche à dorée. S. aureus est une bactérie à coagulase positive. Elle est 

peu exigeante (anaérobie facultative) et se cultive à 370C. « staphyle » signifie grappe de raisin 

en grec. Les staphylocoques ont la forme d’une cocci regroupés en amas et ayant une structure 

semblable à celle du raisin.  

S. aureus est l’espèce la plus rencontrée en pathologie humaine. Elle est responsable 

d’infections suppuratives très diverses, superficielles ou profondes. Elle est classiquement à 

l’origine d’infections cutanéo muqueuses comme des folliculites, panaris, impétigos, ou des 

infections invasives comme les dermo hypodermites nécrosantes, bactériémies ou infections 

ostéo-articulaires. L'organisme à Gram positif multirésistant le plus fréquemment associé aux 

infections nosocomiales est S. aureus résistant à la méthicilline (SARM).  

La Figure 12 illustre la morphologie des S. aureus ainsi que les colonies de ces bactéries sur 

une gélose nutritive utilisée pour le dénombrement. 

 

Figure 12: a) Image microscopie électronique à balayage (MEB) de Staphylococcus aureus 

résistantes à la méticilline (SARM) et b) SARM sur une boîte de Pétri (CDC). 

▪ Candida albicans 

 Candida albicans, levure aérobie, non capsulée et non pigmentée, se caractérise par la 

distribution de son matériel génétique en huit chromosomes. Cette levure diploïde se reproduit 

de manière asexuée par bourgeonnement multilatéral à partir d'une cellule mère, le blastospore, 

formant ainsi des colonies de teinte blanche crémeuse [108]. C. albicans est fréquemment 

présente dans la flore endogène digestive et vaginale. Les conditions optimales pour son 

développement se retrouvent dans la muqueuse buccale, avec un milieu humide, un pH neutre 
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(pH=7), l'absence de lumière et une température comprise entre 30 et 37°C. C. albicans montre 

une résistance dans le milieu extérieur [109]. 

L'espèce Candida albicans, faisant partie du genre Candida et de la classe Saccharomycotina, 

partage une divergence évolutive d'environ 840 millions d'années avec la levure Saccharomyces 

cerevisiae, largement utilisée dans la fermentation de la bière [110]. Il est un pathogène 

fongique opportuniste chez l'homme. Bien qu'il soit normalement présent dans notre flore 

intestinale, C. albicans a la capacité de coloniser presque tous les tissus et organes humains, 

provoquant ainsi des infections graves et invasives [111]. Il adopte plusieurs formes 

morphologiques, telles que des blastospores, des pseudo-hyphes et des hyphes [112]. Cette 

plasticité morphologique (dimorphisme) est considérée comme un élément central de la 

pathogénicité de C. albicans. La transition réversible de la levure aux hyphes est largement 

reconnue comme une arme cruciale dans l'arsenal de C. albicans [113].  

Les espèces de Candida se classent au quatrième rang des agents infectieux les plus courants, 

responsables de 6,2 % des infections humaines [114, 115]. Parmi celles-ci, C. albicans est 

considérée comme le plus couramment rencontré, provoquant environ 50 à 90 % des infections 

à candidose [116]. Elle est responsable d’environ 700 000 décès par an [117]. La nécessité de 

lutter contre ces infections, en particulier celles causées par C. albicans, est devenue une priorité 

en raison de l'augmentation des infections graves et de l'émergence de nouveaux troubles 

associés à Candida [118]. C. albicans a la capacité de provoquer des infections dans divers 

environnements physiologiques, tels que la peau, la bouche, ainsi que les voies gastro-

intestinales et génito-urinaires. Comparée aux autres espèces de Candida, il peut produire des 

biofilms plus denses [116].  

La Figure 13 illustre la morphologie des C. albicans ainsi que les colonies de ces bactéries sur 

une gélose nutritive utilisée pour le dénombrement. 

 



   

30 
 

Chapitre 1 : Etude bibliographique  Chapitre 1 : Etude bibliographique 

 

Figure 13: a) Image microphotographie électronique à balayage (MEB) en couleur de cellules 

du champignon de type levure Candida albicans (Science Photo Library) et b) C. albicans sur 

gélose [119].  

Le Tableau 2 résume certaines caractéristiques des microorganismes étudiés dans le cadre de 

cette étude.   
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Tableau 2 : Caractéristiques des microorganismes étudiés. 

Type de 

microorganismes 

Dimensions 

 

 

Forme Composition 

de la paroi 

Présence de 

membrane 

externe 

Taille 

du 

génome 

E. coli L : 1-2 μm 

l : 0,5 μm 

Bâtonnet Epaisseur du  

peptidoglycane 

= 4 nm. 

Oui. 

Epaisseur = 

7 nm 

4,5-5,5 

Mb 

P. aeruginosa L : 1-5 μm 

l : 0,5-1 μm 

Bâtonnet Epaisseur du  

peptidoglycane 

= 3 nm. 

Oui. 

Epaisseur = 

7 nm 

5,5-7 

Mb 

S. aureus D : 0,5-

1,5μm 

Ronde Epaisseur du  

peptidoglycane 

= 20-30 nm 

Non 2.8 Mb 

C. albicans D : 3-8 μm Arrondie à 

ovale 

Epaisseur du 

glucane = 60-

70 nm 

Oui. 

Epaisseur de 

l’enveloppe 

protéique 

externe =  

100 nm 

16 Mb 

L : Longueur ; l: Largeur ; D: diamètre et Mb : Mégabase  

 

 La partie suivante traite de manière non exhaustive des biofilms, en abordant leur 

mécanisme de formation ainsi que les différentes méthodes de prévention. 

7. Qu’est ce qu’un biofilm ? 

 Le biofilm représente une structure complexe de l'agent pathogène, souvent dotée d'une 

résistance aux produits chimiques étrangers. Ces agrégats microbiens peuvent être de 10 à 10 

000 fois moins sensibles aux agents antimicrobiens que l’organisme lui-même en suspension 

[24]. La formation du biofilm résulte d'un processus systématique complexe, englobant le 

transport et l'adsorption de particules organiques et inorganiques, ainsi que de micro-

organismes sur une surface humide. Ensuite, intervient la production d'EPS 

(Exopolysaccharides) et de biopolymères, jouant un rôle crucial dans le processus de fixation 

du biofilm [120]. Ces ensembles vivants exhibent une diversité notable dans leur structure et 
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composition, une variabilité issue précisément de ce processus complexe. Ceci est influencé par 

divers facteurs tels que les caractéristiques du lieu de formation du biofilm, les conditions 

environnementales (nutriments, oxygène, surface d'adhésion, stress environnemental, 

température et pH), ainsi que par les molécules présentes initialement sur la surface. À 

l'intérieur du biofilm, les bactéries se développent à l'abri des stress environnementaux tels que 

la dessiccation, les attaques du système immunitaire, l'ingestion par des protozoaires et les 

agents antimicrobiens [121].  

Les biofilms constituent un enjeu majeur dans les industries et les hôpitaux. Selon Agro-media, 

les biofilms sont responsables de 40% des toxi-infections alimentaires et de 60% des infections 

nosocomiales en France [122].  

Dans les hôpitaux, les biofilms se forment souvent dans les équipements médicaux, tels que les 

tubes en plastique flexible utilisés dans les cathéters ou les tubes utilisés pour aider les patients 

à respirer. 

7.1. Substances polymériques extracellulaires  

 Les substances polymériques extracellulaires ou exopolysaccharides bactériens (EPS) 

sont des biopolymères de poids moléculaire élevé souvent sécrétés par les cellules dans 

l'environnement extracellulaire [123]. Ces biopolymères jouent un rôle crucial dans la 

formation et le maintien de l'intégrité structurale du biofilm. Les EPS de la matrice des biofilms 

sont constitués d'un ou plusieurs des éléments suivants : polysaccharides extracellulaires, ADN 

et protéines [124].  

À l'intérieur de celui-ci, les EPS sont responsables de la cohésion entre les cellules et de leur 

adhésion au support. Autrement dit, les EPS peuvent être considérés comme étant la colonne 

vertébrale d’un biofilm prototrophe : il s’agit d’un élément indispensable au développement 

d’un biofilm puisqu’ils assurent une intégrité structurale et fonctionnelle et sont essentielles de 

par leurs propriétés physico-chimiques et biologiques [125]. Selon Flemming et al. [126], si les 

biofilms peuvent être décrits comme une “ville de microorganismes”, les EPS représentent alors 

les “maisons des cellules dans un biofilm”. 

Les EPS remplissent différentes fonctions bénéfiques pour les bactéries. Certains d’entre eux, 

caractérisés par des propriétés physico-chimiques précieuses, ont été exploités dans des 

applications biomédicales. Par exemple, parmi tous les EPS rapportés, la cellulose bactérienne 

a été la plus étudiée en tant que matériau pour les implants dentaires, les pansements pour plaies 
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et un substitut cutané temporaire, conduisant à la commercialisation de produits biomédicaux 

[108, 123].  

Pour certaines bactéries, ces polymères sont facteurs de virulence et de pathogénicité. Par 

exemple l'alginate, qui est un EPS produit par Pseudomonas aeruginosa, protège les bactéries 

contre le processus inflammatoire de l'hôte en évitant les radicaux libres, les anticorps et la 

phagocytose, aggravant ainsi le pronostic des patients infectés par P. aeruginosa [127, 128]. 

Les EPS forment une matrice extracellulaire (MEC) fortement hydratée. Les MEC sont des 

réseaux architecturaux tridimensionnels bien organisés et complexes qui jouent un rôle crucial 

dans l'organisation et la remodélisation des tissus, ainsi que dans la régulation des processus 

cellulaires [129-131]. Elles sont constituées de deux classes principales de macromolécules : 

les protéoglycanes (PG) et les protéines fibreuses. Les PG occupent la majeure partie de l'espace 

interstitiel extracellulaire au sein du tissu sous forme d'un gel hydraté. Les PG ont une grande 

variété de fonctions qui reflètent leurs propriétés uniques de tamponnement, d'hydratation, de 

liaison et de résistance à la force [132]. 

 La Figure 14 représente la structure d’un biofilm.  

Figure 14: Schéma synoptique de la structure du biofilm.  

7.2. Formation des biofilms 

 La formation d'un biofilm est un processus complexe et multi-étapes qui implique la 

transition des bactéries d'une forme planctonique libre en nage à une forme sédentaire dédiée à 

la production de biofilm [133]. Ce développement du biofilm comprend quatre étapes 

principales, débutant par l'attachement cellulaire, suivi de la formation de microcolonies, puis 

de la maturation du biofilm, pour finalement aboutir à la dispersion (Figure 15).  
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Figure 15: Les différentes étapes de formation d'un biofilm [134].  

1) Etape de l'attachement : Elle peut être subdivisée davantage en un processus à deux étapes, 

un attachement initial réversible, suivi d'un attachement irréversible [124]. L’attachement 

réversible implique le support structurel des microorganismes. Pendant cette étape, 

différents facteurs tels que la sédimentation, les forces de Van der Waals, les forces 

hydrodynamiques, les mouvements browniens, ainsi que les interactions électrostatiques ou 

hydrophobes jouent un rôle dans l'attachement des microorganismes [135, 136]. Les cellules 

microbiennes s'attachent à la surface en utilisant leurs appendices telles que les pilis et les 

flagelles [134, 137-138]. Lors de l'attachement réversible, les microorganismes sont 

faiblement liés à la surface et conservent une mobilité grâce au mouvement brownien. À ce 

stade, ils peuvent être facilement éliminés par des forces de cisaillement, telles que le 

rinçage. L'étape de l'attachement irréversible est atteinte lorsque les microorganismes sont 

solidement fixés à la surface de manière permanente, rendant leur détachement difficile sans 

recourir à des méthodes plus énergiques, telles que le grattage ou l'utilisation de nettoyants 

chimiques. Cette augmentation de la durabilité de la liaison des bactéries à la surface est 

facilitée par des mécanismes tels que la production de substances polymériques et/ou de 

ligands spécifiques tels que les pili ou les fimbriae qui peuvent se complexer avec la surface 

[137]. Cette étape est cruciale pour la formation du biofilm. Les micro-organismes ont une 

propension plus marquée à adhérer aux surfaces hydrophobes et non polaires, telles que le 

téflon et d'autres plastiques, que sur des surfaces hydrophiles et polaires, comme les métaux 

et le verre. 
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2) Formation de microcolonies : Une fois que les cellules se sont attachées de manière 

irréversible à la surface, elles commencent à former des agrégats appelés microcolonies. 

Ces microcolonies sont constituées de cellules de microorganismes qui se multiplient et 

s'accumulent, formant progressivement une masse plus dense. Au sein des microcolonies, 

les cellules entrent en contact étroit les unes avec les autres, favorisant les interactions 

cellulaires et la communication intercellulaire. Ces interactions sont facilitées par la 

production d'exopolysaccharides. La motilité, dirigée par les flagelles et les pili de type IV, 

joue un rôle crucial dans les interactions entre les micro-organismes et les surfaces, ainsi 

que dans la formation d'agrégats cellule-cellule pour constituer des microcolonies, 

respectivement [124, 133]. 

3)  Maturation des biofilms : Une fois que les microcolonies se sont formées, la maturation du 

biofilm implique la croissance continue des agrégats cellulaires et le renforcement de la 

matrice extracellulaire (EPS). À ce stade du développement du biofilm, les EPS forment 

une structure tridimensionnelle et sont responsables de son maintien [134, 139, 140]. 

L’augmentation de la densité de la population favorise une communication intercellulaire 

plus étroite. La communication diffère entre les bactéries Gram-positives et Gram-

négatives. Chez les bactéries Gram-positives, la communication cellule-cellule est 

principalement médiée par des autoinducteurs protéiques (AIPs, peptides auto-inducteurs), 

qui sont générés lors de la dégradation de précurseurs protéiques plus importants [140]. Les 

EPS facilitent la communication entre les cellules et la dégradation de substances. En effet, 

au sein du biofilm, les EPS retiennent les molécules de signalisation du quorum sensing 

(QS), les enzymes extracellulaires et les produits métaboliques [141].  

4) Dispersion des biofilms : La dispersion du biofilm est cruciale pour permettre aux 

microorganismes de se libérer et de coloniser de nouveaux environnements lorsque les 

nutriments deviennent limités et que les déchets s'accumulent. Diverses stratégies sont 

utilisées pour favoriser la dispersion du biofilm, notamment la cessation de la synthèse des 

composants de la matrice du biofilm, la dégradation de la matrice, ainsi que la perturbation 

des interactions non covalentes entre les différents éléments de la matrice [142]. En plus 

des facteurs exogènes, la dispersion requiert que les microorganismes du biofilm produisent 

directement des enzymes dégradant la matrice, telles que l'alginate lyase, la glycosyl 

hydrolase PslG, ou la bêta-N-acétylglucosaminidase [143].   
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7.3. Communication cellulaire (Quorum sensing)  

 Les biofilms jouent un rôle crucial dans la régulation de la densité de population grâce à 

un mécanisme de signalisation connu sous le nom de communication cellulaire, ou quorum 

sensing (QS). Le QS est un phénomène de communication cellulaire où des molécules de 

signalisation sont excrétées dans l'environnement extracellulaire et s'accumulent avec 

l'augmentation de la densité de population. Lorsqu'un seuil de réponse est atteint, les signaux 

se lient aux récepteurs et régulent l'expression génique ainsi que les activités physiologiques à 

travers une série de réactions en cascade [144, 145]. Les molécules de signalisation, appelées 

autoinducteurs, sont continuellement produites par les bactéries, et leur concentration critique 

est atteinte lorsque la densité cellulaire spécifique, appelée niveau de quorum, est atteinte. Cette 

modulation génique coordonnée permet aux bactéries du biofilm d'activer certains gènes tout 

en en réprimant d'autres, synchronisant ainsi leurs activités. 

On pourrait se questionner sur le moment où la densité bactérienne atteint le seuil permettant à 

la signalisation QS de participer à la régulation du biofilm. L'étape initiale d'adhésion semble 

intuitivement inappropriée pour l'accumulation des signaux de quorum, car elle implique des 

bactéries qui nagent librement dans le milieu. C'est plus tard, lorsqu'elles sont attachées, se 

divisent et forment des microcolonies, que la densité de population augmente, permettant ainsi 

aux signaux de quorum d'atteindre des niveaux suffisants pour activer de manière coordonnée 

la maturation et le démantèlement du biofilm [121].  

La régulation de l'expression génique par le QS confère aux bactéries du biofilm une réponse 

unifiée, renforçant la cohésion au sein de la communauté bactérienne. Cette coordination 

bénéfique contribue au maintien d'une taille optimale du biofilm, à la coordination des 

phénotypes de virulence et à une adaptation efficace aux changements environnementaux.   
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La Figure 16  présente les structures des autoinducteurs et illustre le qorum sensing. 

Figure 16: a) Les autoinducteurs de petite taille prédominante impliqués dans le quorum 

sensing et b) Illustration du quorum sensing.  

Pendant la croissance planctonique (ovales bleus), la quantité relative d'autoinducteurs 

(triangles rouges) est proportionnellement faible. Lorsque les cellules entrent dans un mode de 

croissance densément peuplé (ovales verts), la proportion relative d'autoinducteurs augmente 

[146]. 

La Figure 17  illustre des biofilms des microorganismes précédemment abordés. La Figure 17-

e) est un exemple clair d'un biofilm situé à la surface d'un étang boisé stagnant, montrant une 

déchirure ou une "fracture" distincte dans la couche de biofilm. Elle illustre clairement 

comment les biofilms peuvent former des couches sur l'eau, interagissant à la fois avec le 

microenvironnement sous-marin et l'atmosphère extérieure.   
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Figure 17: a) Cliché microscopie électronique à balayage (MEB) d'un biofilm d'E. coli [147] ; 

b) Image par microscopie confocale d'un biofilm de P. aeruginosa (PAO1W) formé à la surface 

d'un dispositif de cathéter urinaire en silicone ( Biofilm Image Gallery NBIC) ; c) MEB d’un 

biofilm de S. aureus USA300 (MRSA) sur  la peau (Biofilm Image Gallery NBIC)  ; d) MEB 

d'un biofilm de C. albicans [148] et e) "Biofilm fracturé" (Biofilm Image Gallery NBIC).  

7.4.Les antibiofilms  

 La formation de biofilm pose un défi considérable dans différents secteurs, incluant des 

problématiques telles que la corrosion industrielle et l'encrassement biologique, jusqu'aux 

infections chroniques et nosocomiales. Le mode de vie du biofilm est associé à une tolérance 

élevée au stress extérieur, et l'usage d'antibiotiques ou d'autres agents biocides se révèle 

généralement inefficace pour leur éradication [149]. Les biofilms sont estimés être 10 à 1000 

fois plus résistants aux antibiotiques conventionnels que les bactéries planctoniques (libres dans 

le milieu) [150]. 

Plusieurs mécanismes permettent de l’expliquer [151] :  

▪ Faible pénétration des molécules à l’intérieur du biofilm, liée aux propriétés physico-

chimiques de la matrice extracellulaire  

▪ Différents stades métaboliques à l’intérieur du biofilm, notamment métabolismes altérés  

▪  Présence de cellules persistantes  
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▪ Surexpression de mécanismes de résistance et de gènes spécifiques  

▪ Tolérance à la phagocytose et au système immunitaire 

En principe, deux approches distinctes sont envisageables pour traiter les biofilms, à savoir les 

prévenir de se former ou les éliminer une fois formés [152]. Dans cette étude, notre 

concentration se porte principalement sur la première approche.  

Des modifications de surface qui impriment des motifs 3D spéciaux ou confèrent des propriétés 

physicochimiques comme l'hydrophobicité de surface ont été signalées pour réduire 

l'attachement [152]. Selon une nouvelle étude menée à l’Université de Texas à Austin par 

l’assistante-professeure Vernita Gordon, les bactéries détectent un signal de cisaillement 

mécanique, qui est une sorte d’étirement se produisant lorsqu’une bactérie est attachée à une 

surface et que le liquide environnant se déplace et/ou s'écoule. Elle suggère l'existence d'une 

troisième classe de surface de prévention de biofilm qui module la mécanique de la surface de 

sorte que les bactéries ne reçoivent jamais le signal indiquant qu’elles sont attachées et ne 

commencent jamais à fabriquer un biofilm [153]. 

La Figure 18 est une représentation schématique des différentes stratégies actuellement 

utilisées pour concevoir des surfaces nanostructurées avec des propriétés anti-biofilm. 

 

Figure 18: Représentations schématiques des différentes stratégies actuellement utilisées pour 

concevoir des surfaces nanostructurées avec des propriétés anti-biofilm [154]. 
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L'approche passive antibiofilm vise le stade d'attachement du cycle de vie du biofilm, cherchant 

à prévenir la colonisation de la surface en atténuant les forces non covalentes intermoléculaires 

développées lors de l'adhésion initiale non spécifique et réversible des biofilms aux surfaces 

biotiques ou abiotiques, sans toutefois causer la mort des bactéries. En contraste, les stratégies 

actives antibiofilm visent à éliminer activement les bactéries plutôt qu'à simplement prévenir 

leur adhésion à la surface. 

 La section suivante clôture ce chapitre en abordant les aspects généraux des peintures, 

ainsi que leur utilisation en tant que revêtements antimicrobiens.  

8. Généralité sur les peintures 

8.1.Définition 

 Conformément au glossaire technique des peintures et des travaux d'application, la 

peinture est définie comme un produit liquide ou en poudre, renfermant des pigments, et destiné 

à être appliqué sur une surface en vue de former un revêtement opaque doté de qualités 

protectrices, décoratives ou techniques spécifiques [155]. Elle est tout matériau liquide qui, 

après séchage, se transforme en un film mince, opaque ou transparent, adhérant bien sur le 

substrat. 

Les systèmes de peinture peuvent être regroupés en 5 catégories, à savoir : peintures en poudre 

thermodurcissable, peintures à dispersion aqueuse (peintures en émulsion), peintures à 

dispersion non aqueuse, peintures qui durcissent sous rayonnement UV en présence de photo-

initiateurs, et peintures sans solvant et à faible teneur en solvant (à haute teneur en solides). 

8.2. Constituants d’une peinture et leurs rôles  

a) Le liant ou la résine   

 Le liant joue un rôle crucial en assurant la cohésion entre les différents composants de la 

peinture, tels que les pigments et les charges, tout en favorisant leur adhérence à la surface sous-

jacente. Les propriétés physiques du film de peinture, telles que sa résistance aux intempéries, 

à l'usure, aux produits chimiques et aux solvants, dépendent largement des caractéristiques du 

liant. Ces liants peuvent être des polymères ou des macromolécules d'origine naturelle ou 

synthétique, pouvant adopter des formes liquides, visqueuses, voire solides. Ce sont des 

composés organiques ou minéraux dont les masses moléculaires varient entre 300 et 106 

daltons. Le liant demeure l'élément prédominant dans la composition de la peinture, et il existe 
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une diversité de types de peintures, classées généralement en fonction du liant principal, comme 

l'alkyde, l'acrylique, le polyester, la nitrocellulose, l'époxy et les peintures à base d'huile [156].  

b) Le solvant  

 Le solvant a pour fonction de dissoudre tous les constituants de la peinture et de la 

maintenir sous forme liquide, facilitant ainsi son application. Grâce à sa faible viscosité, il 

permet de régler la viscosité de la peinture pour en faciliter l'application et contrôler son 

écoulement. Son rôle est essentiel dans la formation du film, influent le temps de séchage et le 

point d'éclair. Le point d’éclair est la température minimale à laquelle un produit placé dans un 

vase clos doit être chauffé pour que les vapeurs émises s’enflamment au contact d’une flamme, 

et cela dans des conditions opératoires normalisées (NF EN 456 ou ISO 3679). Après 

l'application, le solvant s'évapore, ne faisant ainsi pas partie du film de peinture solide une fois 

séché. Le solvant peut être organique ou de l’eau [157]. 

c) Les pigments  

Ils sont ajoutés pour conférer à la peinture la teinte souhaitée. Le TiO2 est le pigment le 

plus utilisé [158-161].  

d) Les additifs  

Ils sont incorporés à faible dose (0,01 % à 5% v :v) pour y développer certaines propriétés 

propres, à en améliorer soit les conditions de fabrication et/ou de conservation et/ou 

d’application, soit certaines propriétés spécifiques. Ils peuvent englober un dispersant, un 

stabilisant, un coalescent, un épaississant, un régulateur de pH, un antimousse, un agent 

mouillant, un émulsifiant, un biocide, un agent d'amélioration et/ou de contrôle des propriétés 

d'écoulement, un agent d'amélioration de l'aspect final, un agent d'augmentation du bord 

mouillé, etc. 

- Antimousse  

L'utilisation d'une très petite quantité d'agents antimousse efficaces est bénéfique pour inhiber 

ou soulager divers problèmes courants liés aux revêtements, tels que [162].  

• L'augmentation de la viscosité et la diminution du pouvoir de cisaillement mécanique 

pendant le processus de broyage, entraînant ainsi des tailles de lot plus petites et une 

mauvaise qualité de la dispersion pigment/polymère en émulsion.  
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• L'augmentation du volume pendant les étapes de dilution et de mélange, entraînant un 

débordement.  

• Des débits de remplissage de l'emballage plus lents en raison d'un pompage inefficace. 

L'incorporation d'air dans les systèmes de revêtement pendant le transport et la 

manipulation.  

• Des vitesses d'impression plus lentes sur presse ou des pressions plus faibles lors de la 

pulvérisation.  

• Certains défauts de surface sur les substrats revêtus de polymère, entraînant une 

mauvaise apparence, une réduction du brillant et une moindre protection des substrats. 

- Epaississant  

Un agent épaississant augmente la viscosité de la phase aqueuse sans s'associer 

significativement aux autres ingrédients [163].  

- Biocide  

Les biocides sont des composés ajoutés à faible concentration dans les peintures pour freiner le 

développement des microorganismes. Ils contribuent à augmenter la longévité des revêtements 

en prévenant la dégradation biologique des surfaces, tout en conférant des propriétés 

antimicrobiennes aux matériaux protégés.  

8.3. Physico-chimie des peintures  

• La concentration pigmentaire volumique CPV : définit le rapport des volumes de 

matières pulvérulentes contenu dans le produit par la valeur de l’extrait sec. Elle rend 

compte, par définition, non pas strictement de la concentration de la pigmentation mais de 

l’ensemble « pigments – matières de charge » qui sont inclus dans la définition des matières 

pulvérulentes et s’exprime par la relation :  

 CPV ( en %) =  
∑ 𝑉𝑝𝑖𝑖

∑ 𝑉𝑝𝑖𝑖 + ∑ 𝑉𝐿𝑆𝑗
 𝑥 100          (14)  

Où  𝑉𝑝𝑖  est  le volume de chacune des matières pulvérulentes et 𝑉𝐿𝑆 est le volume du liant 

sec.  

• La concentration pigmentaire volumique critique CPVC : est une valeur particulière de 

la CPV pour laquelle le liant remplit très exactement le volume laissé disponible entre les 

particules de matières pulvérulentes supposées au contact et à partir de laquelle certaines 

propriétés physico-chimiques sont notablement modifiées. 
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Si :  

• CPV < CPVC : la quantité de liant est non seulement suffisante pour enrober la totalité des 

particules pulvérulentes et remplir les « vides » qui existent entre elles, mais elle est même 

excédentaire ;  

• CPV = CPVC : la quantité de liant est juste suffisante pour remplir le volume laissé 

disponible entre les particules de matières pulvérulentes supposées au contact ; 

• CPV > CPVC: la quantité de liant est insuffisante pour remplir la totalité des vides existant 

entre les particules de matières pulvérulentes. Dès lors, on obtient un feuil hétérogène 

contenant des agglomérats, lesquels favorisent sa porosité. 

Le rapport CPV/CPVC est appelé  concentration pigmentaire volumique réduite et est noté Λ.  

8.4. Rhéologie des peintures liquides  

 La caractérisation des écoulements des peintures s'opère selon trois catégories: 

newtonien, pseudoplastique et thixotrope. L'évaluation de ces comportements spécifiques peut 

être réalisée conformément aux normes ISO 2884-1 et ISO 2884-2. La Figure 19 présente les 

comportements rhéologiques des différents types d’écoulement des peintures.  

 

Figure 19: Comportement rhéologique des peintures [164]. 

L’écoulement pseudoplastique offre des avantages en termes d'application et de stockage. En 

effet, à des niveaux élevés de contrainte de cisaillement, la viscosité diminue, ce qui améliore 

l'applicabilité du matériau. 
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8.5.Adhésion et adhérence  

 L'interaction entre les surfaces de l'adhérant et de l'adhéré est principalement déterminée 

par la physico-chimie. Ces interactions jouent un rôle essentiel dans la cohésion du système 

global "adhérant/adhéré". L'adhésion peut résulter d'un ancrage mécanique, où le polymère est 

physiquement ancré dans les pores et/ou les aspérités du support. Elle peut également avoir une 

origine chimique, impliquant des liaisons chimiques covalentes entre le polymère et le substrat. 

Les forces de valence, les forces de Van der Waals et les liaisons hydrogène sont les principales 

forces chimiques susceptibles d'intervenir dans les mécanismes complexes d'adhésion. La 

diffusion joue un rôle lorsque deux zones interfaciales polymères sont en contact, permettant la 

diffusion mutuelle des chaînes macromoléculaires à condition qu'elles aient une certaine 

mobilité. L'adhésion peut également être électrostatique ou résulter de la création d'une couche 

de faible cohésion. Elle peut être thermodynamique, réduisant la tension superficielle.  

La peinture peut être appliquée de différentes manières, notamment par pulvérisation à haute 

pression avec air comprimé ou chargement électrostatique, par immersion automatique (comme 

le procédé de revêtement par immersion), ainsi que par l'utilisation de rouleaux. Le séchage des 

couches de peinture peut s'effectuer à l'air libre ou dans un four. Dans le cas des peintures à 

base d'eau, la formation du film est réalisée par coalescence, c'est-à-dire par la fusion des 

particules entre elles sous l'action des forces capillaires lors de l'évaporation de l'eau. Ce 

phénomène se produit uniquement lorsque la température d'application est égale ou supérieure 

à la température de formation du film (TMFF). 

8.6. Industrie des peintures et des biocides  

 Les environnements aqueux favorisent la croissance et la survie de micro-organismes tels 

que les bactéries, les champignons et les levures. Par exemple, l'encrassement biologique en 

milieu marin constitue l'un des problèmes majeurs auxquels sont actuellement confrontées les 

technologies marines [165]. 

Cet encrassement peut entraîner de nombreux inconvénients, telles que l'accumulation de gaz 

et d'odeurs désagréables dans les peintures, les adhésifs et les systèmes connexes, les dommages 

ou la perte de performances des équipements de traitement, l'amincissement et la séparation des 

phases, ainsi que la décoloration. 

Pour résoudre ces problèmes, les biocides ont été utilisés dans les peintures pendant un certain 

temps, jusqu'à leur interdiction par la loi (Directive sur les produits biocides 98/8/CE) en raison 
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de leur écotoxicité et de leur propension à la lixiviation. Ensuite, ils ont rapidement été 

remplacés par des biocides organiques [166, 167]. 

Actuellement, les dérivés de l'isothiazolinone sont utilisés comme alternatives pour la 

conservation en boîte et en film sec, notamment la 1,2-benzisothiazolin-3-one (BIT), la 2-

méthylisothiazol-3(2H)-one (MIT), la 2-octyl-2H-isothiazol-3-one (OIT), la 5-chloro-2-

méthyl-4-isothiazolin-3-one (CMIT) et la 4,5-dichloro-2-n-octyl-3(2H)-isothiazolone 

(DCOIT). Cependant, les observations de réactions allergiques cutanées à un type spécifique 

d'isothiazoline, le MIT, ont conduit à sa classification en tant que sensibilisant cutané et à une 

réduction de sa concentration admissible en dessous de 15 ppm selon le Comité d'évaluation 

des risques (RAC) de l'Agence européenne des produits chimiques (ECHA) [168].  

 Les nanomatériaux ont été envisagés comme une solution aux défis liés aux biocides 

biodégradables et écotoxiques [169]. Aujourd'hui, ces nanomatériaux sont utilisés pour 

améliorer l'efficacité et introduire de nouvelles fonctionnalités dans les peintures. Plusieurs 

peintures améliorées par l'incorporation de nanomatériaux sont déjà disponibles sur le marché. 

Actuellement, le dioxyde de titane (TiO2) et le dioxyde de silicium sont les nanomatériaux les 

plus couramment utilisés dans les peintures. Toutefois, de nombreuses études dans la littérature 

scientifique explorent le potentiel des nanoparticules de ZnO [170], [171], CuO [172], Ag 

[173], [174], [175] et Mg [176] en tant qu'additifs antimicrobiens dans les peintures. 

 Les avancées récentes dans le secteur des peintures incluent la peinture résistante aux 

intempéries, la peinture écologique, la peinture inodore, la peinture antibactérienne, et la 

peinture antifouling. Depuis l’apparition du COVID-19 au début de 2020, la peinture antivirale 

a émergé et a ouvert le potentiel de ce marché au moins jusqu’en 2025 [177]. Parmi les 

tendances actuelles en matière d’innovation dans le domaine des peintures antibactériennes, il 

y a la technologie des ions d’argent ; les peintures à base de cuivre ; les peintures purificatrices 

d’air. La société Onip a mis sur le marché des peintures traitées par des ions d’argent présents 

dans la composition des peintures, agissant comme agent antibactérien. La technologie des ions 

de cuivre fournit une activité désinfectante aux peintures, éliminant 99,9 % des bactéries et des 

virus dans les deux heures suivant le contact avec une surface peinte. Un exemple en est l'additif 

Corning® Guardiant® de la société Corning. Par ailleurs, la société française MetalSkin 

Medical a développé une peinture antibactérienne à froid, formulée avec un alliage de cuivre à 

plus de 90 % et des polymères, d'une épaisseur d’environ 200 µm.     
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 La mise sur le marché européen de biocides ou de composés ayant des effets biocides est 

réglementée pour l’environnement conformément au règlement UE 528/2012 (règlement sur 

les produits biocides) [178]. Par la décision du 28 mai 2014, la Commission européenne a établi 

les critères pour l’attribution du label écologique de l’UE aux peintures et vernis d’intérieur et 

d’extérieur [179]. 
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 Ce chapitre constitue une présentation approfondie des différentes techniques analytiques 

utilisées dans le cadre de cette étude. Il débute par une présentation des protocoles utilisés pour 

la synthèse des nanoparticules de ZnO et l’élaboration des couches minces. Ensuite, la 

caractérisation des matériaux est décrite à travers divers techniques, notamment la diffraction 

des rayons X (DRX), la microscopie électronique à transmission (MET), la microscopie 

électronique à balayage (MEB), la spectroscopie Raman (IR-Raman), la microscopie à force 

atomique (AFM) et la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR). La 

conservation et la culture des souches microbiennes sont ensuite abordées, suivies des tests 

biologiques, comprenant la détermination des Concentration Minimale Inhibitrice et 

Bactéricide (CMI et CMB) , la mesure des cinétique de croissance microbienne, le Time-Kill 

Test, la mesure de l’activité antimicrobienne des surfaces et l’analyse de la cytotoxicité.   

1. Synthèse des nanoparticules de ZnO  

•  Matériel  

 Le matériel utilisé pour la synthèse des NPs comprend l'acétate de zinc dihydraté (≥ 99%), 

le butanol (≥ 99,5%), l'acétone (≥ 99,5%), provenant de Sigma-Aldrich, et l'isopropanol (≥ 

99,5%) et le méthanol (≥ 99,5%) provenant d'Acros Organics. La monoéthanolamine (MEA) 

pure (100%) fournie par Emprove est également utilisée. 

Le protocole de synthèse des NPs de ZnO est inspiré de celui développé par L.Znaidi et al. avec 

quelques modifications [180]. Le mécanisme réactionnel est détaillé au paragraphe 5.3. du 

Chapitre 1.  

• Dispositif expérimental  

 Le dispositif expérimental est constitué d’un ballon réactionnel immergé dans un bain 

d’huile de silicone, qui assure le maintien en température. Le ballon est surmonté d'un 

réfrigérant pour éviter la perte de solvant par évaporation. L'ensemble est placé sur un agitateur 

magnétique chauffant, qui assure l’agitation du milieu réactionnel et le chauffage. Le dispositif 

expérimental est présenté sur la Figure 20. 
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Figure 20 : Dispositif expérimental pour la synthèse de nanoparticule de ZnO. 

• Etapes de la synthèse  

 Dans le ballon réactionnel contenant 100 mL d’alcool (butanol, éthanol ou propanol), de 

l’acétate de zinc dihydraté est ajouté sous agitation, avec une concentration en zinc de 0,1 M. 

Une solution laiteuse se forme. Après une première phase d’agitation, le MEA est ajouté au 

mélange en tant qu'agent chélatant pour faciliter la dissolution de l'acétate de zinc dans l'alcool 

[181], rendant ainsi la solution parfaitement translucide. Le MEA agit également comme une 

base faible. 

Après 30 minutes d'agitation, l'eau distillée est ajoutée au mélange pour favoriser la formation 

de NPs de ZnO et leur récupération sous forme de poudre. L'ajout de l'eau catalyse les réactions 

d'hydrolyse et de condensation, aidé par une température de synthèse légèrement élevée, variant 

entre 70°C et 110 °C. Un mécanisme de formation des NPs de ZnO est proposé dans le chapitre 

bibliographique de ce document.  

Huile de silicone 

Ballon  réactionnel 

Réfrigérant 
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 Le protocole de synthèse de nanopoudres de ZnO est illustré sur la Figure 21.  

 

Figure 21 : Illustration schématique de synthèse des nanopoudres de ZnO   

Afin d'explorer l'impact de la taille des nanoparticules de ZnO sur leur activité 

antimicrobienne, il est essentiel d'obtenir des suspensions stables dans un milieu aqueux. La 

section suivante décrit la méthodologie employée pour élaborer une dispersion homogène et 

stable des nanoparticules, en s'appuyant sur l'utilisation d'agents dispersants spécifiques. 

2. Elaboration d'une dispersion stable de nanoparticules de ZnO 

 Les recherches sur l'impact de la taille des NPs de ZnO sur leur activité antimicrobienne 

sont menées dans un milieu aqueux, au sein duquel les NPs ont tendance à s’agglomérer et à 

sédimenter en raison de leur haute énergie de surface. Pour remédier à ce problème, une 

stratégie a été employée pour obtenir des suspensions de NPs de ZnO stable dans les milieux 

aqueux.  

 Ces dernières années, différentes stratégies ont été explorées pour améliorer la stabilité 

des NPs de ZnO et permettre leur dispersion dans les milieux aqueux [182, 183]. Les travaux 

de Luo et al. [183] ont démontré l'efficacité du tensioactif polymérique anionique, le 

polyacrylate de sodium (PAAS), dans la dispersion des NPs de ZnO en raison de la répulsion 

électrostatique et de l'obstacle stérique provenant de sa structure. L'enrobage de surface des NPs 

de ZnO réduit leur taille d'agrégat, augmente leur surface spécifique et améliore leur interaction 

avec la surface des champignons Trichoderma viride. Dans cette étude, nous avons examiné la 
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stabilité de suspension NPs de ZnO en utilisant le polyacrylate de sodium (PAAS) en tant 

qu’agent de dispersion.    

 

Figure 22 : Dépôt des nanoparticules dans le milieu de culture des microorganismes, sans 

l'ajout d'un dispersant. 

La stérilité des poudres de NPs a été évaluée et présentée en Annexe 1. 

 Le protocole de dispersion est inspiré de celui développé par Luo et al. [183], avec 

quelques légères modifications. De la poudre de NPs, représentant 2% du poids total, est 

dispersée dans un milieu aqueux en présence de 0,4% en poids de dispersant. Le mélange est 

ensuite soumis à une sonication à 240 watts dans un bain à ultrasons J.P. Selecta à 60°C et 40 

Khz pendant 40 minutes. 

3. Elaboration et dépôt de couches minces de ZnO par dip-coating  

Les couches minces de ZnO sont déposées à partir d’une solution colloïdale en utilisant la 

technique du dip coating. Le protocole de préparation est détaillé ci-dessous :  

• Préparation de solutions colloïdales de ZnO 

 Des solutions à des concentrations de 0,1 M, 0,25 M et 0,4 M ont été préparées en 

dissolvant la quantité requise d'acétate de zinc dihydraté [Zn(CH3COO)2, 2H2O] dans 100 ml 

de propanol en présence de MEA, avec un rapport [Zn2+]/[MEA] de 1:1. À la concentration de 

0,25 M, des préparations supplémentaires ont été réalisées dans du butanol et de l'éthanol.  

Le  Tableau 3 résume les différentes conditions de synthèse utilisées pour  préparer les 

échantillons.  

Dépôt de 

nanoparticules 
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Tableau 3: Récapitulatif des conditions de synthèse des échantillons. 

Alcool Concentration Nomenclature 

 

Propanol 

0,1 M 0,1 M Propanol 

0,25 M 0,25 M Propanol 

0,4 M 0,4 M Propanol 

Butanol 0,25 M 0,25 M Butanol 

Ethanol 0,25 M 0,25 M Ethanol 

 

• Agitation et vieillissement des solutions  

 Les mélanges finaux sont agités à 60°C pendant 2 heures pour assurer une bonne 

dissolution du précurseur et initier les réactions d'hydrolyse et de condensation, produisant ainsi 

des solutions transparentes et homogènes. Ensuite, les solutions sont laissées à vieillir pendant 

24 heures dans une boîte à gants à atmosphère contrôlée ([O2] et [H2O] <0,5 ppm) avant d'être 

utilisées comme solutions de revêtement. Cette étape de vieillissement est importante car elle 

influence sur la qualité et les propriétés finales des films [184, 185]. Le faible niveau d’oxygène 

et d’eau dans la boîte à gants empêche la précipitation des solutions colloïdales. 

• Traitement des substrats  

 Les films minces de ZnO ont été déposés sur des substrats de verre standard (FEA, 

Microscope slides ground Edges Plain, FEA Industries Inc., Morton, PA, US) mesurant 76 x 

25 mm. Avant le dépôt des films, les substrats en verre ont été immergés dans une solution 

d'acide sulfurique à 98 % (H2SO4) pendant 4 jours. Ensuite, ils ont été rincés avec de l'eau 

distillée trois fois, jusqu'à ce que le pH atteigne 7. Enfin, les substrats ont été séchés dans une 

étuve pour assurer une bonne adhérence des films minces. 

Le traitement des substrats en verre par l’acide sulfurique permet d’hydrolyser les groupes –Si-

O-Si-O-Si- du substrat. Cela augmente la densité surfacique des fonctions Si-OH, nécessaires 

à la réalisation des liaisons covalentes entre les Zn-oxo-acétate et le substrat. Ces liaisons 

covalentes, en raison de leur solidité, assurent non seulement une adhésion efficace des films 

au substrat, mais aussi leur résistance mécanique, améliorant ainsi leur durabilité et leur 

résistance au fil du temps. La Figure 23 illustre le mécanisme de fixation des particules sur le 

substrat.  
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Figure 23 : Mécanisme de fixation des nanoparticules sur le substrat. 

Dépôt des films minces 

 Les films sont déposés à une vitesse de dépôt de 5 cm/min par un dipcoateur KSV NINA 

dans la boîte à gant. Cinq (5) couches sont déposées au total pour chaque échantillon.  

• Séchage et recuit des films  

 Entre chaque dépôt des trois premières couches, les échantillons sont laissés à sécher dans 

la boîte à gants pendant 24 heures pour éviter toute contamination. La pureté et l’homogénéité 

de ces trois premières couches sont importantes pour garantir une bonne adhésion des deux 

dernières couches. Pour les 4ème et 5ème couches, les échantillons sont séchés à l’étuve 

pendant 5 minutes à 200°C. Enfin, les échantillons sont recuits à 500°C dans un four électrique 

CARBOLITE (BHRF7/45B) pour garantir l’obtention de films minces bien cristallisés.  

La Figure 24 illustre le procédé de fabrication des films minces de ZnO.  

 

Figure 24 : Image illustrant le procédé d'élaboration de films minces de ZnO. 
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La  Figure 25 illustre des films minces de ZnO. 

 

 

 

 

 

  

Figure 25 : Films minces de ZnO obtenus : a) 0,1 M Propanol ; b) 0,25 M Propanol et c) 0,4 

M Propanol. 

Les nanoparticules ont ensuite été incorporées dans une formulation de peinture afin 

d’évaluer leur activité antimicrobienne dans une matrice plus complexe. La section suivante 

détaille la méthodologie utilisée pour cette formulation. 

4. Formulation d’une peinture à eau avec des nanoparticules de ZnO 

 Une poudre de peinture écologique sans conservateur, de la marque Dolci, a été dispersée 

dans de l'eau distillée stérile dans un rapport massique Peinture/Eau de 1:1 à l'aide d'un 

émulsionneur à rotor-stator numérique EUROSTAR 20. Les NPs ont été préalablement 

soniquées et ajoutées à la peinture dans un pourcentage massique de 1 %. Les films de peinture 

ont ensuite été appliqués sur des lames de microscopie prétraitées à l'acide sulfurique pour 

assurer une meilleure adhérence de la peinture, par dip coating, à une vitesse de dépôt de 5 

cm/min, avec une seule couche déposée. La peinture a ensuite été laissée à sécher en profondeur 

pendant 24 heures. La quantité de NPs déposée sur les lames a été estimée en mesurant le poids 

sec des échantillons avec et sans NPs. 

Dans la section suivante, nous présentons les principes des outils analytiques utilisés pour 

caractériser les matériaux.  

5. Méthodes de caractérisation physico-chimique  

 La structure cristallographique des échantillons dans cette étude a été examinée à l'aide 

de la technique de diffraction aux rayons X. De plus, la structure a été explorée à l'aide de la 

spectrométrie Raman. L'analyse de la couverture de surface des NPs a été réalisée grâce à la 

spectroscopie à transformée de Fourier. La topographie des films minces a été examinée par la 

microscopie à force atomique, tandis que le diamètre hydrodynamique a été mesuré par la 

technique de diffusion dynamique de la lumière. Les sections suivantes traitent des principes 

 

a b c 
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de fonctionnement de chaque méthode, ainsi que des appareils et des paramètres d’acquisition 

sélectionnés, utilisés pour la caractérisation des échantillons. 

5.1. Diffraction des rayons X 

5.1.1. Analyse de phase 

 Un cristal idéal est caractérisé par une disposition régulière et périodique de molécules 

ou d'atomes dans l'espace, définie par trois vecteurs (a, b et c) qui constituent le réseau cristallin. 

Les radiations susceptibles de subir une diffraction par une matière cristallisée sont à la fois 

électromagnétiques et corpusculaires. Le principe de la diffraction des rayons X repose sur la 

diffusion élastique de rayons X par un solide. Pendant la procédure d'analyse par diffraction 

des rayons X, le faisceau interagit avec le cristal et est ensuite diffusé dans des directions 

spécifiques. Simultanément, les électrons du cristal commencent à osciller à la fréquence du 

faisceau incident, devenant ainsi des sources d'ondes électromagnétiques. La loi de Bragg 

définit la condition de diffraction d'un plan (hkl) : 2 dhkl x sin Ө = nλ (1), où dhkl est la 

distance entre deux plans, Ө est l'angle entre le rayon incident et la surface de l'échantillon 

correspondant à une interférence constructive créée par les plans (hkl), n est l'ordre de 

diffraction, et λ est la longueur d'onde du rayonnement. 

Les interférences entre les rayons X et la matière sont plus prononcées lorsque la matière est 

ordonnée. En mesurant l'angle et l'intensité des rayons diffractés, une image tridimensionnelle 

de la densité électronique dans la maille cristalline peut être obtenue. En utilisant cette densité, 

il devient possible de déterminer la position moyenne des atomes constituant le motif cristallin 

du cristal. Cette approche fournit également des informations sur la nature des atomes, leurs 

liaisons chimiques, ainsi que d'autres aspects structuraux du cristal. 

Les résultats de la diffraction des rayons X se présentent sous la forme d'un diffractoGramme, 

noté I = f(θhkl), où chaque pic correspond à la diffraction du faisceau source par une famille 

(hkl) de plans cristallographiques. 

Les analyses de diffraction aux rayons X pour cette étude ont été effectuées au laboratoire 

LSPM à l'aide d'un diffractomètre INEL XRG 3000, en utilisant une source de cobalt (λ Kα1 

(Co) = 1,789 Å).   



   

56 
 

Chapitre 2 : Matériel et Techniques expérimentales  Chapitre 2 : Matériel et Techniques expérimentales 

 

5.1.2. Analyse des propriétés structurales et microstructurales  

a) Loi de Scherrer  

L'équation de Scherrer représente le modèle le plus simple utilisé pour estimer le 

diamètre des particules, sans prendre en considération l'effet des microdéformations. 

D = 
𝑲𝝀

𝜷 𝒄𝒐𝒔(Ө)
  (15) 

D : Taille des domaines cristallisés (par approximation ≈ taille de grains)  

K : Constante de Scherrer dépendant de la forme des cristallites (K = 0,94 pour les grains 

sphériques)  

λ : Longueur d’onde de la radiation X  

 β : FWHM (largeur de pic à mi-hauteur), déterminée par ajustement de certains pics de Bragg, 

en utilisant le proGramme Peakoc.exe.  

La Figure 26 illustre la loi de Bragg sur la diffraction des plans (hkl). 

 

Figure 26: Illustration de la loi de Bragg sur la diffraction des plans (hkl). 

b) Méthode de Rietveld 

La méthode de Rietveld offre une meilleure précision dans la détermination de la 

structure cristalline des matériaux. Elle implique l'ajustement du profil observé du diaGramme 

de poudre au profil théorique. Préalablement, les phases cristallines ont été identifiées à l'aide 

du logiciel Match, qui repose sur la reconnaissance des pics de diffraction avec les fiches de la 
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base de données JCPDS (Joint Committee for Powder Diffraction Standard). Le modèle obtenu 

est raisonnablement proche de la structure cristalline réelle du matériau d'intérêt. Les fichiers 

CIF (Crystallographic Information) correspondants, ainsi que les résultats de la diffraction des 

rayons X du matériau d'intérêt, sont ensuite exportés dans le logiciel MAUD (Materials 

Analysis Using Diffraction Version 2.998) pour ajustement. 

Les diaGrammes de diffraction ont été traités à l'aide de la méthode de Rietveld implémentée 

dans le logiciel MAUD (Material Analysis Using Diffraction) version 2.998. Les pics ont été 

ajustés selon une procédure standardisée. Les paramètres affinés comprenaient les paramètres 

de maille, la taille des nanoparticules et la présence de microdéformations. Le fichier 

d'information cristallographique pour la wurtzite de ZnO a été obtenu à partir de la 

Crystallography Open Database (Réf 2300450). À la dernière étape, une option de texture 

arbitraire a été utilisée pour optimiser la qualité de l'affinement du modèle de Rietveld. Ce 

processus se poursuit jusqu'à ce que le profil de poudre calculé, basé sur le modèle structural, 

s'ajuste de manière optimale au schéma observé [186]. 

5.2. Microscopie électronique à transmission (MET)  

 Le principe fondamental de la microscopie électronique en transmission (MET)  repose 

sur la nature ondulatoire des électrons en mouvement. Au cours de cette procédure d'analyse, 

un filament de tungstène est chauffé dans un canon à électrons, générant ainsi des électrons qui 

sont focalisés sur l'échantillon grâce aux lentilles du condenseur. Un tube de colonne présent 

dans les lentilles du condenseur crée un vide, permettant aux électrons de produire une image 

nette sans être déviés par les molécules d'air. Lorsque les électrons atteignent l'échantillon, 

celui-ci les diffuse, et les électrons dispersés sont ensuite concentrés sur des lentilles 

magnétiques pour former une image claire et détaillée. La direction du faisceau d'électrons 

dépend de la forme et de la nature chimique de l'échantillon. La microscopie électronique en 

transmission permet d'analyser la microstructure interne du matériau, ainsi que la taille et la 

forme des grains. Généralement, la MET est équipée d'un diffractogramme électronique qui 

peut fournir localement des informations sur la structure cristallographique du matériau. La 

Figure 27 illustre le processus de la transmission électronique.  
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Figure 27: Illustration du processus de la transmission électronique. 

La microscopie électronique à transmission appliquée dans ce travail est à haute 

résolution (HR-MET) et est réalisée sur un JEOL 2011 équipé d'un filtre d'imagerie Gatan (DIF) 

200. La HR-MET permet de résoudre les atomes individuellement ou sous forme d'amas. Pour 

l’analyse des NPs en solution par MET, une goutte de la solution de NPs a été diluée dans 5 

mL d’éthanol. Les NPs ainsi diluées ont ensuite été déposées sur des films de carbone perforés 

(S147-4). L'ensemble a été exposé à une lampe UV afin de faciliter l'étalement uniforme des 

gouttes sur toute la surface des films, avant d’être soumis à l’analyse au microscope. 

5.3.  Microscopie électronique à balayage (MEB) 

 

 La microscopie électronique à balayage (MEB ou SEM de l’anglais Scanning Electron 

Microscopy) est une technique capable de produire des images de la surface d’un échantillon 

en utilisant le principe des interactions électrons-matière. Un faisceau d’électrons est focalisé 

sur la surface du matériau observé à l’aide d’un jeu de lentilles électromagnétiques entrainant 

l’émission d’électrons depuis le matériau irradié. Un détecteur va capter ces électrons émis et 

retranscrire un signal modulé par le nombre d’électrons reçus depuis un point d’impact du 

faisceau. Pour former une image, le faisceau va balayer une zone de l’échantillon afin que les 

différents points d’impact forment chacun un point de l’image obtenue [187, 188].  
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Les images de microscopie électronique à balayage présentées dans ce travail ont été 

réalisées au Laboratoire des Sciences des Procédés et des matériaux, LSPM, sur un microscope 

de type Zeiss Supra 40VP et Leica 440 avec une tension d’accélération variant entre 1 et 30 kV. 

Pour les supports en plaque de verre qui ne sont pas conductrices, des dépôts de Au/Pd de 10 

nm ou de carbone de 3 nm d’épaisseur ont été effectués avant le passage à l’imagerie. Le 

pouvoir de résolution dans les conditions d’utilisation normales est de 2 nm pour le MEB FEG 

(microscope électronique à balayage équipé d’un canon à effet de champ) et de 25 nm pour 

MEB classique. La microscopie électronique à balayage, nous informe sur la morphologie de 

surface des films. La Figure 28 représente schématique de l'interaction entre un faisceau 

d'électrons et la surface d'un échantillon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28: Représentation schématique de l'interaction entre un faisceau d'électrons et la 

surface d'un échantillon. 

Pour cette analyse, les poudres de NPs ont été préalablement diluées dans de l'éthanol de 

manière significative afin de prévenir la formation d'agglomérats, avant d'être soumises à une 

observation par MEB. 

5.4. Spectroscopie Raman  

 La spectrométrie Raman repose sur le principe que lorsqu'on irradie un échantillon avec 

une source intense et monochromatique (laser) dont les photons ont une énergie différente de 

celle correspondant à une transition électronique ou vibrationnelle de ces molécules, aucune 

interaction particulière ne se produit, sauf pour une très faible proportion d'entre elles. 
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Au cours de l’analyse par spectroscopie Raman, un faisceau de lumière monochromatique émis 

par un laser à une fréquence Ѵ0 spécifique est dirigé vers l'échantillon à analyser. Les photons 

incidents subissent une combinaison de transmission, réflexion et/ou absorption, avec une petite 

fraction étant diffusée. Une partie de la lumière diffusée résonne à la même fréquence que la 

radiation incidente, constituant la diffusion élastique connue sous le nom de diffusion Rayleigh. 

Une fraction infime de la lumière est diffusée avec un changement de fréquence, appelée 

diffusion Raman. Si la fréquence diffusée est supérieure à celle du photon incident, la molécule 

gagne de l'énergie (raie Stokes). Si la fréquence est inférieure, la molécule perd de l'énergie 

(raie anti-Stokes). La position des raies dépend de la structure du matériau.  

Pour le ZnO de type wurtzite (groupe spatial P63mc), les phonons optiques au point de la zone 

de Brillouin appartiennent à la représentation irréductible : Ґ𝒐𝒑𝒕 =  𝑨𝟏 + 𝑬𝟏 +  𝟐 𝑬𝟐 + 𝟐 𝑩𝟏  

(16), avec les modes A1 et E1 actifs en Raman et en infrarouge, les modes E2 actifs uniquement 

en Raman, et les modes B1 inactifs en Raman et en infrarouge (modes silencieux) [189]. 

La propriété structurale des nanoparticules synthétisées dans ce travail a également été analysée 

par spectroscopie Raman à l'aide d'un spectromètre HORIBA Jobin-Yvon HR800 avec une 

longueur d'onde d'excitation de 633 nm. 

  La Figure 29 présente les différentes transitions énergétiques quantiques dans la diffusion 

Rayleigh et Raman. 

 

 Figure 29: Transitions énergétiques quantiques dans la diffusion Rayleigh et Raman.  
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5.5. Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourrier (FTIR) 

 La spectroscopie infrarouge exploite l'absorption de la lumière par la matière dans le 

proche et moyen infrarouge, résultant de l'interaction entre les radiations de la source lumineuse 

et les liaisons chimiques. Les atomes d'une molécule sont en perpétuel mouvement de vibration 

l'un par rapport à l'autre, sauf à la température zéro Kelvin. Lorsqu'une source 

monochromatique irradie une telle liaison non symétrique à la même fréquence que la fréquence 

de vibration, une interaction entre la lumière et le dipôle électrique de la liaison se produit. Les 

mouvements moléculaires les plus connus sont les vibrations d'élongation (symétrique et 

asymétrique) ainsi que les vibrations de déformation angulaire. 

Dans le cadre de l'analyse de l'échantillon par FTIR, deux ondes infrarouges monochromes sont 

émises. L'une d'entre elles ne traverse rien et sert de référence, tandis que l'autre traverse 

l'échantillon. La différence de transmission entre les deux ondes est ensuite comparée. Deux 

procédés émettent le spectre : le procédé par transmission, utilisé pour les échantillons 

transparents de faible épaisseur, et le procédé par réflexion. Les dispositifs des procédés par 

réflexion sont basés sur la réflexion totale atténuée, la réflexion spéculaire ou la réflexion 

diffuse. Le procédé par réflexion totale atténuée (ATR) est celui utilisé dans ce travail. 

Pendant le procédé ATR, le faisceau optique subit une ou plusieurs réflexions à l'interface entre 

l'échantillon et un matériau transparent d'indice de réfraction élevé. Le matériau sur lequel est 

déposé l'échantillon est éclairé sous un angle incident supérieur à son angle critique. Une faible 

fraction de la lumière incidente pénètre de quelques dixièmes de micromètre dans l'échantillon. 

La profondeur dépend de l'angle d'incidence, de la longueur d'onde et des indices de réfraction 

du cristal et de l'échantillon. La succession de plusieurs réflexions totales atténuées de ce type 

conduit à un trajet optique effectif comparable à celui qui aurait été obtenu par transmission. 

L'absorption de l'échantillon est représentée par le spectre obtenu par le spectromètre. Les 

bandes d'absorption des vibrations d'élongation communes à toutes les molécules porteuses de 

fonction organique se situent majoritairement dans la zone de 1500 à 4000 cm-1. L'étude de 

cette région permet de réaliser une première approche de l'analyse fonctionnelle d'une molécule, 

décrivant ainsi l'ensemble des groupements chimiques qui la constituent. La transmittance, en 

ordonnée, est le rapport des intensités transmises (T) avec et sans échantillon. 

 La Figure 30 présente la technique de l’infrarouge à transformée de Fourier par réflexion 

totale atténuée (ATR).  
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Figure 30: Présentation schématique de la technique de l’infrarouge à transformée de Fourier 

par réflexion totale atténuée (ATR) [190]. 

Les mesures FTIR ont été effectuées à l'aide d'un spectrophotomètre IR de Shimadzu 

(IRAffinity) utilisant la technique de réflexion totale atténuée (ATR). 

5.6. Microscopie à force atomique (AFM)  

 Le principe d'un microscope à force atomique (AFM) découle de l'observation que 

lorsqu'une pointe de ce type de microscope balaye une surface, les distances de travail, qui sont 

de l'ordre de l'angström, génèrent des forces substantielles entre les atomes de la pointe et ceux 

de la surface. Elle permet d’analyser la surface des échantillons, ainsi que leur rugosité. Une 

pointe très fine fixée au bout d’un levier élastique (cantilever) va balayer la surface de 

l’échantillon. Les interactions atomiques (répulsion ou attraction) entre cette pointe et la surface 

de l’échantillon induisent une déflection du cantilever, laquelle est détectée à l’aide de 

photodiodes. Ces derniers enregistrent le rayonnement lumineux d’un laser se réfléchissant à 

l’extrémité du cantilever (au-dessus de la pointe). 

En imaginant un dispositif capable d'amplifier les variations locales de ces forces tout au long 

du balayage, il serait possible de créer une cartographie des forces à l'échelle atomique, offrant 

ainsi une représentation de la topographie de la surface. Un mécanisme amplificateur simple 

consiste en un levier dont la pointe est solidement attachée. 

L'analyse de la déviation du levier, réalisée à l'aide d'un laser, permet à la fois de déterminer le 

parcours exact de la pointe et de mesurer les forces d'interaction entre cette dernière et 

l'échantillon.  

La Figure 31 présente le principe de la microscopie à force atomique (AFM). 
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Figure 31: Schéma du principe de la microscopie à force atomique (AFM) [191].  

Les imageries AFM ont été réalisées en mode à balayage intermittent à l'aide d'un microscope 

Nanoscope IIIA 3100 de Digital Instruments, équipé de pointes en nitrure de silicium avec un 

rayon de courbure d'environ 15 nm. Ces mesures permettent également de déterminer la 

rugosité des surfaces, exprimée notamment par la rugosité RMS (Root Mean Square), qui 

correspond à la moyenne des écarts quadratiques des hauteurs mesurées par rapport au plan 

moyen, et est définie par la formule suivante : 

𝑅𝑀𝑆 =  √
∑ (𝑍𝑖 − 𝑍𝑚)2𝑛

𝑖=1

𝑛 − 1
 (17) 

Où Zm est la valeur moyenne des hauteurs sur la surface analysée, Zi est la mesure i de 

chaque point et n le nombre de points de mesures. 

Les sections suivantes décrivent les conditions de culture et de croissance des micro-

organismes, ainsi que les méthodes analytiques utilisées pour évaluer l’activité antimicrobienne 

des NPs.  

6. Conservation, culture et croissance des microorganismes 

6.1. Conservation et culture des microorganismes  

Des cryobilles de microorganismes conservés à -80°C ont été ajoutées à 9 mL de Trypto 

Soja Caséine (TCS, Biomérieux, France). La suspension a été incubé à 35°C pour E. coli 

(ATCC 8739) et S. aureus (ATCC 6538), et à 30 °C pour P. aeruginosa (ATCC 9027) et C. 

albicans (ATCC 10231) pendant 24 h pour les bactéries et 72 h pour la levure. 

Les microorganismes ont ensuite été répartis dans des cryotubes contenant du glycérol et 

conservés à -80°C. Des tests de pureté ont été réalisés au préalable par la méthode du cadran. 
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Pour la culture, les suspensions de microorganismes des cryotubes ont été étalées sur de la 

gélose nutritive et incubées à 35°C pendant 24h ou à 30°C pendant 72h. Les microorganismes 

ont ensuite été transférés sur une nouvelle gélose et incubés dans les conditions précédemment 

citées. Les concentrations de leurs suspensions mères à 8 Log UFC/mL ont été préparées en 

mesurant leur densité optique et à l'aide d'un étalonnage établi au laboratoire. Les suspensions 

mères des microorganismes ont été préparées dans de l'eau physiologique ou du bouillon 

nutritif.  

6.2. Croissance des microorganismes  

En microbiologie, la croissance se traduit par l'augmentation du nombre de cellules au 

sein d'une population. Le mécanisme fondamental de la croissance microbienne, étudiée par 

culture in vitro, implique la division d'une cellule mère en deux cellules filles identiques. À 

chaque division, la population microbienne double, et cela se produit avec une périodicité 

constante spécifique à chaque souche microbienne dans un milieu de culture donné.  

6.2.1. Courbe de croissance microbienne  

La courbe de croissance se divise en quatre (04) principales phases distinctes, chacune 

ayant une pente différente. Ces phases sont la phase de latence, la phase de croissance 

exponentielle, la phase stationnaire et la phase de déclin. La Figure 32 illustre l’allure de la 

cinétique de croissance des microorganismes. 

   

Figure 32: Cinétique de croissance des microorganismes [192]. 

Phase de latence (lag) : Au cours de cette période, la croissance n'est pas encore équilibrée. 

Les divers composants de chaque cellule sont synthétisés pour fournir les coenzymes, les 
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enzymes et les métabolites essentiels à la croissance. Le nombre de cellules reste constant 

pendant cette période, le taux de croissance est nul puis augmente légèrement, et le temps de 

génération tend vers l'infini. Cela traduit l'adaptation des bactéries à leur environnement. 

Phase de croissance exponentielle (log) : Durant la phase exponentielle, également connue 

sous le nom de phase logarithmique, chaque cellule de la population se divise dans un laps de 

temps identique, correspondant au temps de génération. Les bactéries se multiplient 

rapidement, sans entrave, et le taux de croissance est à son maximum et constant, ce qui signifie 

que le temps de génération est minimal. La croissance la plus rapide est obtenue dans un milieu 

riche où les microorganismes n'ont pas à dépenser d'énergie pour la synthèse de monomères. 

La phase exponentielle joue un rôle crucial dans le déclenchement de maladies infectieuses, car 

la croissance exponentielle des microorganismes peut conduire à une population importante, 

nécessitant une intervention précoce en cas de maladie infectieuse. Cette période constitue la 

cible privilégiée pour la mise en œuvre de méthodes préventives contre les infections. 

Phase stationnaire : En général, les microorganismes ne maintiennent pas une croissance 

exponentielle pendant un nombre prolongé de générations. Lorsque les nutriments essentiels 

sont épuisés, que des déchets toxiques produits par le métabolisme microbien s'accumulent, ou 

que les conditions environnementales deviennent défavorables (pH, température, etc.), les 

microorganismes cessent de se multiplier. La phase stationnaire représente une période de 

survie qui imite les conditions rencontrées dans la nature par les microorganismes lorsqu'ils 

croissent lentement ou cessent de croître. Lors de l'entrée en phase stationnaire, de nombreux 

gènes sont exprimés, dont certains codent pour des métabolismes secondaires tels que la 

production d'antibiotiques, qui sont réprimés en phase exponentielle. 

Phase de déclin : Pendant cette dernière phase, les bactéries ne se reproduisent plus. Beaucoup 

d'entre elles meurent et sont décomposées plus ou moins rapidement par les enzymes libérées 

au moment de leur mort. Le taux de mortalité peut être constant, tout comme le taux de 

croissance. Il est alors représenté par une droite, le nombre de cellules étant proportionnel au 

temps. Cependant, des déviations de l'ordre exponentiel de déclin peuvent se produire assez 

fréquemment en raison de divers degrés de résistance des cellules. Dans certains cas, des 

bactéries peuvent également survivre et se multiplier aux dépens des nutriments libérés par la 

décomposition d'autres cellules, c'est la phase dite cryptique.  
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6.2.2. Paramètres de la croissance  

 La croissance microbienne peut être caractérisée par deux constantes définies en phase 

exponentielle de croissance :  

• Le temps de génération (G) correspond à l'intervalle de temps entre deux divisions 

successives ou au temps nécessaire au doublement de la population bactérienne. Il s'exprime 

selon une progression géométrique, partant d'une cellule bactérienne unique (1, 2, 4, 8, 16, 

32, 64, 128, 256…). Il est important de noter que toutes les cellules d'une population 

bactérienne ne se développent pas au même rythme, et le temps de génération peut varier 

en fonction de l'espèce considérée et des conditions de culture. 

Le temps de génération d'un microorganisme cultivé dans des conditions déterminées reste 

constant. Il peut être calculé en utilisant trois éléments : 

- X0 : le nombre de microorganismes au début de la phase exponentielle de croissance  

- Xt : le nombre de microorganismes après un temps t de la phase exponentielle de 

croissance 

- t : est l’intervalle de temps entre X0 et X1  

Si n est le nombre de dédoublement réalisées par la population microbienne,  𝑿𝒏 = 𝑿𝟎 x 𝟐𝒏 

(18) 

• Le taux de croissance horaire (µx) ou vitesse spécifique de croissance est le nombre de 

divisions par unité de temps. Autrement dit, il est inversement proportionnel au temps de 

génération. 

Si l'on pose µx (constante de vitesse de croissance) = le nombre de dédoublement par unité de 

temps, on a : 𝝁𝒙  =   
𝒏

(𝒕𝒏− 𝒕𝟎)
   (19) 

D’après Si n est le nombre de dédoublement réalisées par la population microbienne,  𝑿𝒏 = 

𝑿𝟎 x 𝟐𝒏 (18) , n = 
𝒍𝒐𝒈 𝑿𝒏−𝒍𝒐𝒈 𝑿𝟎

𝒍𝒐𝒈 𝟐
   ,  ce qui conduit à écrire 𝝁𝒙  =   

𝒍𝒐𝒈 𝑿𝒏−𝒍𝒐𝒈 𝑿𝟎

(𝒕𝒏− 𝒕𝟎) 𝒙 𝒍𝒐𝒈 𝟐
    (21) 

7. Mesure de l’activité antimicrobienne des nanoparticules  

7.1. Activité antimicrobienne en suspension  

7.1.1. La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)  

 La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la concentration la plus faible d’un agent 

antimicrobien exprimée en mg/L (μg/mL) qui, dans des conditions in vitro strictement 
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contrôlées, empêche complètement la croissance visible de la souche d’essai d’un organisme 

[193]. Contrairement à une méthode qualitative, la CMI permet d’évaluer le degré de sensibilité 

ou de résistance à l’agent antimicrobien [194].  

Les courbes de croissance d'une population microbienne exposée à différentes concentrations 

d'un agent antimicrobien montrent des modifications significatives par rapport à la courbe de 

témoin. Pour des faibles concentrations en agent antimicrobien, la concentration microbienne à 

un moment donné devient inférieure à celle de la courbe témoin, et la biomasse de la phase 

stationnaire demeure constante. Cela se traduit par un ralentissement de la croissance, et le taux 

de croissance horaire est donc réduit. 

En revanche, pour des fortes concentrations en agent antimicrobien, la concentration 

microbienne diminue. Le nombre de microorganismes tués excède celui des cellules issues de 

la multiplication, conduisant à un taux de croissance horaire négatif. Dans cette situation, on 

qualifie l'agent antimicrobien comme ayant un effet microbicide. 

Enfin, lorsque la concentration en agent antimicrobien est égale à la CMI, le taux de croissance 

horaire est nul.  

En pratique clinique, cette concentration est utilisée pour classer le microorganisme testé 

comme étant cliniquement susceptible, intermédiaire ou résistant à l’antibiotique testé [195]. 

La CMI peut être déterminée par des méthodes de dilution ou par des méthodes de gradient. En 

ce qui concerne la méthode par dilution, cette dernière peut se faire en milieu liquide ou sur 

milieu gélosé. En milieu liquide, la dilution peut être une macro-dilution ou une micro-dilution 

en fonction du volume utilisé.  

Le milieu de culture utilisé dans les tests standard est le Muller-Hinton sous forme liquide ou 

gélose. La concentration d'inoculum finale recommandée pour la dilution en bouillon est de 5 

x 105 unités formant des colonies (UFC) par ml; le nombre de cellules approprié dans les 

expériences de dilution en milieu gélosé est fixé à 104 UFC par ensemencement en surface. 

L'inoculum doit être préparé à partir d'une culture fraîche, et la suspension bactérienne doit être 

utilisée dans les 30 minutes afin d'éviter tout changement dans le nombre de cellules. La Figure 

33 illustre les différentes méthodes de dilutions.  
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 Figure 33: Schéma d'illustration de la détermination d'une CMI par des méthodes de dilution 

a) Macrodilution, b) Milieu gélifié et c) Microdilution dans une microplaque à 96 puits. 

La CMI a été déterminée dans cette étude à l’aide de la méthode de microdilution en 

microplaque. Différentes concentrations de NPs (50-1000 µg/mL) ont été testées contre les 

bactéries pour déterminer la CMI. Ces concentrations ont été préparées par microdilutions 

d’une suspension mère de NPs de ZnO.  

• Préparation des échantillons  

Au total, 200 μL de chaque échantillon ont été inoculés dans une microplaque à 96 puits en 

présence d'une concentration finale de micro-organismes de 4,67 Log10 UFC/mL. De l'eau 

physiologique a été ajoutée aux puits vides de la microplaque pour maintenir un environnement 

humide.  

• Condition d’incubation et de mesure  

Les échantillons ont été incubés dans un spectrophotomètre FLUOstar Omega pendant 24 

heures avec une agitation orbitale double à 300 rpm pour surveiller les changements de densité 

optique à 600 nm (DO600). Les températures d'incubation étaient de 37°C pour E. coli et S. 

aureus, et de 30°C pour P. aeruginosa. Les expériences ont été réalisées en triplicata.  
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• Contrôles expérimentaux  

Les témoins négatifs comprenaient le milieu de culture, la solution de NPs et la solution de 

l’agent de dispersion des NPs. Les témoins positifs consistaient en la solution de l’agent de 

dispersion en contact avec les micro-organismes sans NPs, ainsi que les micro-organismes seuls 

dans le milieu MH, sans dispersant ni NPs.  

• Evaluation de la CMI 

La CMI a été évaluée comme étant la plus faible concentration à laquelle la densité optique des 

bactéries restait constante et égale à 0 pendant 24 h d’incubation.  

• Condition de culture et provenance des souches bactériennes  

Les bactéries ont été préalablement cultivées sur gélose MH à partir de cryotubes conservés à 

−80 °C. Le Centre de Ressources Biologiques de l'Institut Pasteur (CRBIP) à Paris, France, a 

fourni les souches bactériennes, incluant Escherichia coli ATCC 8739 (CIP 53 126), 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (CIP 82118) et Staphylococcus aureus ATCC 6538 (CIP 

53 156).  

Bien que la CMI révèle l'absence de croissance bactérienne visible, elle ne permet pas 

de déterminer si les bactéries sont encore viables ou si elles ont été complètement éliminées. 

Pour approfondir notre étude sur l'impact de la taille des NPs de ZnO sur leur potentiel 

antibactérien, nous avons examiné leurs concentrations minimales bactéricides (CMB) contre 

les trois types de bactéries. La CMB a été déterminée en utilisant la méthode de dénombrement 

sur gélose. 

7.1.2. La concentration minimale bactéricide  

 La valeur de la DO est directement corrélée à la population bactérienne totale, mais elle 

ne fournit pas d'indications sur leur viabilité. Par conséquent, en plus des mesures de la CMI, 

la concentration minimale bactéricide (CMB) a été déterminée par la méthode du 

dénombrement des colonies.  

Il s’agit de la plus faible concentration de NPs entraînant une réduction d'au moins 99,9 % de 

la viabilité cellulaire. Diverses concentrations de NPs ont été incubées avec les bactéries dans 

le FLUOstar à la température appropriée pendant 24 heures. Après incubation, les échantillons 

ont été dilués et un volume de 1 μL a été ensemencé sur de la gélose MH. Les boîtes de gélose 

MH ont ensuite été incubées aux températures appropriées pour le comptage des colonies.  
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La Figure 34 illustre la méthodologie de détermination de la CMB. 

 

Figure 34 : Détermination d'une CMB par la méthode de dénombrement sur plaque de gélose.  

 La réduction cellulaire en pourcentage a été calculée selon la formule suivante : 

Reduction cellulaire = ( 1 − (Cf Ci⁄ ))  × 100 en %  (22) 

Ci : est la concentration initiale de micro-organismes en contact avec les NPs avant l'incubation  

Cf : est la concentration finale de micro-organismes en contact avec les NPs après 24 heures 

d'incubation  

n : est le nombre de colonies comptées  

V : est le volume inoculé  

d : est le facteur de dilution. 

Dans le souci d'apporter une meilleure compréhension de l'influence de la taille des NPs 

de ZnO sur leur activité antibactérienne, une étude sur la cinétique de croissance des bactéries 

en présence des NPs a été réalisée.  
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7.1.3. Cinétique de croissance du microorganisme par mesure de la densité optique 

 La méthode la plus couramment utilisée pour évaluer la croissance cellulaire consiste à 

suivre l'évolution de la densité optique (DO) des microorganismes par spectrophométrie à une 

longueur d’ondes comprise entre 600 nm et 660 nm. Cette méthode offre l’avantage de rapidité, 

de coût abordable, de simplicité de mise en œuvre, non intrusive et de sa facilité 

d'automatisation [196]. Elle peut également être utilisée pour évaluer les propriétés 

antibactériennes de diverses nanostructures et nanomatériaux. 

Dans cette approche, l’absorbance de la lumière, à travers un échantillon pour évaluer la 

turbidité ou la densité optique, sert d'estimation du nombre de cellules bactériennes. Le résultat 

est fortement influencé par la dispersion, d'où la dénomination de cette méthode comme 

turbidimétrie, car l'accroissement de la turbidité entraîne une diffusion lumineuse accrue. 

Selon la loi de Beer-Lambert, la concentration d'un soluté est directement proportionnelle à son 

absorbance. Cette relation est mathématiquement exprimée par l'équation C = εA, où ε 

représente un coefficient spécifique associé à une longueur d'onde déterminée et à un trajet 

optique particulier. Cette loi ne s'applique pas aux suspensions de cellules microbiennes, car 

ces cellules ne réalisent pas une absorption de la lumière, mais plutôt une diffusion [197]. Par 

conséquent, la turbidité est souvent exprimée sous forme de densité optique plutôt que 

d'absorbance. La loi de Beer-Lambert est valable seulement jusqu'à une densité optique 

d'environ 0,1 dans le contexte de suspensions de cellules microbiennes. La méthode 

spectrophotométrique fournit donc une estimation de la biomasse cellulaire totale, englobant à 

la fois les cellules vivantes et les cellules mortes [198]. 

Bien que la mesure de la densité optique soit rapide, elle présente des limites en termes de plage 

de concentration bactérienne car des variations dans la taille des cellules bactériennes, la 

formation d'agrégats de différentes tailles, ainsi que la constitution de biofilms complexifient la 

technique [197]. 

La croissance des agents pathogènes peut être surveillée en observant l'évolution de leur densité 

optique dans les puits d'une plaque de microtitration. Cette méthode permet de mesurer la 

cinétique de croissance microbienne. L’allure des courbes obtenues correspondent à celle d’une 

croissance microbienne. Sur la base des résultats, les courbes expérimentales qui représentent 

l’absence de croissance ou l’effet destructeur peuvent être construites et donnent un aperçu de 
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l’interaction entre la bactérie et l’agent antimicrobien. Les données peuvent être analysées plus 

en détail à l’aide de différents modèles mathématiques [194].  

La cinétique de croissance des bactéries en contact avec les NPs a été suivie en mesurant 

la densité optique (DO600) des échantillons au cours du temps, à l'aide du spectrophotomètre 

FLUOstar Omega à une longueur d'onde de 600 nm.  

Les concentrations de NPs pour lesquelles la densité optique des bactéries n'était pas constante 

lors de la détermination de la CMI, comme expliqué précédemment, ont été utilisées pour 

étudier l'impact de la taille des NPs sur la cinétique de croissance bactérienne. La période de 

latence, le taux de croissance spécifique des bactéries et le pourcentage d'inhibition des NPs ont 

été évalués en utilisant les données sur les DO600. Les formules utilisées, citées précédemment 

dans la référence [199], sont présentées ci-dessous : 

μx =  (ln(X2) − ln (X1)) (t2 − t1) en ℎ−1⁄   (23) 

G =   ln (2) μx⁄  en h  (24) 

Inhibition =   (DOf
bacterie − (DOf

NPs+bacterie − DOcontrôle
NPs−bacterie) DOf

bacterie)⁄ x 100  (25) 

Avec,  

μx : la vitesse spécifique de croissance  

X2 et X1 : représentent la biomasse aux temps t2 et t1, respectivement, pendant la phase de 

croissance exponentielle en UFC/mL 

t2 - t1 : représente le temps correspondant à la croissance de la biomasse de X1 à X2 en heures 

 G : le temps de génération en heures  

 𝐷𝑂𝑓
𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎: la densité optique finale du témoin positif avec seulement les bactéries 

𝐷𝑂𝑓
𝑁𝑃𝑠+ 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎 : la densité optique finale des bactéries en présence de NPs 

𝐷𝑂𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟ô𝑙𝑒
𝑁𝑃𝑠 − 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎 : la densité optique des NPs seules sans les bactéries 

La conversion de la DO600 en UFC/mL est réalisée en utilisant une équation de calibration DO 

= f(X) établie dans le laboratoire pour chaque bactérie dans les conditions opératoires, où X 

représente la biomasse en UFC/mL.  
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7.1.4. Test Time-Kill 

 Le test de destruction dans le temps (Time-Kill) évalue la concentration de cellules mortes 

ou vivantes au fil du temps à l'aide de la méthode de dénombrement sur boîte de milieu gélosé. 

La réduction du nombre de cellules microbiennes viables est donc évaluée à des intervalles de 

temps réguliers après exposition à des NPs. Le pourcentage de cellules mortes ou vivantes est 

calculé après chaque période d'incubation à l'aide de la méthode de dénombrement sur milieu 

gélosé. Ce test est normalisé pour les bactéries et est décrit dans le document M26-A du CLSI 

[200].  

En raison du temps imparti pour ce travail, cette méthode a été appliquée uniquement à 

C.albicans. Concrètement, des échantillons sont prélevés à différentes périodes pour mesurer 

la concentration de micro-organismes survivants, permettant ainsi de tracer une courbe de la 

diminution logarithmique des unités formant colonie (UFC/mL) en fonction du temps. 

 Des concentrations finales de NPs de 4, 15, 20 et 30 mg/mL ont été ajoutées dans une 

microplaque ensemencée avec Candida albicans à 6 Log10 UFC/mL. Les échantillons ont été 

incubés à 30°C pendant 72 heures dans le FLUOStar. Ensuite, des aliquotes de 1 μL ont été 

prélevées pour compter les colonies viables à 0, 6, 22 et 48 heures. Ces aliquotes ont été diluées 

jusqu'à 10-5 dans du bouillon Muller Hinton stérile, puis chaque dilution a été ensemencée sur 

gélose PCA pour déterminer la concentration des cellules viables par dénombrement de 

colonies. Les colonies viables ont été comptées après incubation pendant 24 et 72 heures.  

7.1.5. Évaluation de l’effet antibactérien d’alcools par bioluminescence 

Le travail réalisé précédemment par Dadi et al. [201] s'est concentré sur l'étude de l'effet 

de la concentration des solutions colloïdales de NPs d'oxydes métalliques dans l’isopropanol 

sur leur activité antibactérienne. Les solutions colloïdales ont été préparées en utilisant la 

méthode sol-gel, basée sur la technique décrite par Znaidi et al. [88], avec l’isopropanol comme 

solvant de synthèse. Le principe de cette méthode et les mécanismes conduisant à la formation 

des NPs sont précisés dans la partie 5.3. du Chapitre 1.  

L'étude de solutions colloïdales dans un solvant alcoolique pose des défis pour distinguer 

l'activité spécifique des NPs de celle du solvant, en particulier lors d'analyses microbiologiques 

plus poussées. Ces analyses, telles que l'ATP-métrie et la mesure de la toxicité par 

microdilution, exigent des échantillons sous forme liquide, ce qui rend cette distinction encore 

plus difficile. C'est dans ce contexte que l'effet antibactérien de trois alcools – l'éthanol, le 
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butanol et l'isopropanol a été étudié sur trois bactéries (E. coli (ATCC 8739), S. aureus (ATCC 

6538) et P.aeruginosa (ATCC 9027)) à l'aide de la méthode de bioluminescence. Le choix de 

ces alcools a été motivé par leur disponibilité au laboratoire et leur usage courant dans la 

méthode sol-gel. 

 50 µL de chaque alcool ont été ajoutés à une microplaque à 96 puits contenant 50 µL de 

suspension bactérienne à une concentration de 10⁹ UFC/mL. Ensuite, 50 µL de réactif Promex, 

qui libère l'ATP des bactéries, ont été introduits dans le mélange, établissant ainsi une 

concentration finale d'alcool de 33 %. 

Des témoins positifs ont été établis en utilisant 100 µL d'ATP standard à une concentration de 

10 µmol/L, 50 µL de suspension bactérienne à une concentration de 10⁹ UFC/mL, et 50 µL de 

réactif Promex. Un témoin négatif a été mis en place en utilisant 50 µL d'alcool en présence de 

50 µL de réactif Promex. La quantité d'ATP a été mesurée en unités relatives de lumière (URL) 

à l'aide d'un luminomètre (FLUOstar OMEGA, BMG LABTECH). 

7.2. Activité antimicrobienne sur support  

 Il existe cinq catégories de tests normalisés pour évaluer l'efficacité antimicrobienne des 

agents antimicrobiens incorporés sur des surfaces en fonction de leur mécanisme d'action : les 

tests à haut rapport surface-volume, tels que l'ISO 22196, les tests d'adhérence, tels que 

l'ISO/TR 19402, les tests de biofilm, tels que l'ISO/DIS 4768, les tests de zone d'inhibition, tels 

que l'ISO 20776-2, et les tests en suspension, tels que l'EN 1276 [202]. 

Les modifications et itérations du protocole normalisé sont courantes, soit en raison des 

préférences du laboratoire effectuant le test, telle que le choix des conditions de culture, soit en 

raison de l'optimisation du protocole en fonction des microorganismes ou du composé utilisé 

[202]. 

Dans cette étude, deux normes (ISO 22196:2011 et ISO 7581:2023) ainsi qu’une méthode semi-

quantitative utilisant des lames gélosées ont été sélectionnés pour évaluer leur efficacité à 

décrocher les microorganismes des couches minces.  
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7.2.1. Norme ISO 7581 :2023 

La norme ISO/DIS 7581 : 2023 [203] présente une méthode in vitro pour évaluer 

l'activité antibactérienne des surfaces non poreuses dans des conditions sèches proches de la 

réalité.  

• Préparation des Microorganismes 

Les microorganismes sont d'abord cultivés sur du PCA gélosé et incubés pendant 18 à 

24 heures. Une deuxième sous-culture est ensuite préparée pour s’assurer que les 

microorganismes sont dans une phase de croissance active et uniforme.  

• Préparation de la suspension de microorganismes 

Une suspension de microorganismes est préparée dans de l'eau physiologique pour 

obtenir une concentration finale de 8 Log10 UFC/mL, et elle est utilisée dans les 2 heures suivant 

sa préparation. 

• Inoculation des échantillons 

1 μL de cette suspension est inoculé sur chaque échantillon. Les échantillons sont 

ensuite laissés à sécher sous un flux laminaire, et le temps nécessaire pour le séchage est 

enregistré comme T0.  

• Durée exposition 

La durée d'exposition correspond à la fin du séchage, et les échantillons sont exposés 

aux microorganismes dans les conditions ambiantes du laboratoire pendant 1 heure (T1).  

Les expériences sont réalisées en duplicata, avec une série de triplicata pour T0 et une 

deuxième série pour les échantillons à T1.  

• Neutralisation et détachement des microorganismes 

Après l'exposition, les échantillons sont ajoutés à 10 mL de solution de neutralisation 

Eugon LT Sup (Bio Mérieux) en présence de 5 g de billes, puis agités au vortex pendant 1 

minute pour permettre un décrochage optimal des microorganismes des lames.   
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• Détermination de la concentration des microorganismes 

La concentration des microorganismes est déterminée par la méthode de dénombrement 

sur gélose. Elle est calculée selon la formule suivante :  

𝐶 = (𝑐
(𝑛1 + 0,2 ∗ 𝑛2)⁄ ) ∗ 10 ∗ 𝑑  en UFC/µL (26) 

Où,  

C : est la concentration en microorganisme,  

c : est la somme totale des nombres de colonies entre 14 et 330, 

𝑛1 : est le nombre de répétition pris en compte dans la plus faible dilution,  

𝑛2 : est le nombre de répétition pris en compte dans la plus haute dilution   

d : est le taux de dilution correspondant à la plus faible dilution 

7.2.2. Evaluation de l’activité antibactérienne à l’aide des lames gélosées 

La méthode des lames gélosées est une approche semi-quantitative pour évaluer la 

population bactérienne sur des surfaces planes. Les lames utilisées sont dotées de deux faces 

contenant un neutralisant. L’Annexe 2 décrit les caractéristiques de ces lames. 

• Inoculation des échantillons 

Une inoculation de 1 μL de suspension microbienne à une concentration de 8 Log10 

UFC/mL est réalisée sur les échantillons, avec la période de séchage référencée comme T0. 

• Durée d’exposition  

La durée d'exposition, enregistrée après le séchage, est fixée à 1 heure (T1). Les 

expériences sont conduites en triplicata, avec une première série pour les échantillons à l’instant 

initial (T0) et une seconde série pour les échantillons après une heure d'exposition.  

• Application des lames gélosées sur les échantillons 

Après les périodes d'exposition (T0 et T1), les lames sont pliées à un angle de 90° et 

appliquées pendant 10 secondes contre la surface à examiner.   
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• Incubation des lames gélosées  

Ensuite, les lames sont incubées à une température de 37 °C ± 1 °C pendant 24 à 48 

heures.  

• Evaluation de la croissance bactérienne 

Après l'incubation, la croissance des microorganismes est évaluée sur les lames gélosées 

et la concentration microbienne est estimée.  

La Figure 35 donne le nombre approximatif de microorganismes exprimé en Log10 

 

Figure 35: Interprétation des résultats selon le manuel d’utilisation de [204]. 

7.2.3. Norme ISO 22196 :2011 

La norme ISO 22196 :2011 [205], adaptation de la norme japonaise JIS Z2801[206], 

propose une méthode in vitro pour évaluer l'activité antimicrobienne des surfaces en plastique 

traitées et d'autres surfaces non poreuses. Elle mesure la réduction du nombre de 

microorganismes viables après leur incubation sur ladite surface dans des conditions humides 

(99% d'humidité relative) à une température de 37°C. Cette méthode vise à assurer un contact 

optimal entre les agents antimicrobiens présents et l'inoculum bactérien, favorisant ainsi une 

efficacité bactéricide maximale [207]. 

• Préparation des microorganismes 

 Les bactéries sont d'abord cultivées sur un milieu de culture (5,0 g d'extrait de viande, 

10,0 g de peptone, 5,0 g de chlorure de sodium et 15,0 g de poudre d'agar dans 1 L d'eau 
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distillée) et incubées à une température de (35 ± 1)°C pendant 16 à 24 heures. Ensuite, elles 

sont transférées sur un nouveau milieu de culture. 

• Préparation de la suspension microbienne 

  Une suspension microbienne contenant 6 Log10 UFC/mL est préparée dans un bouillon 

nutritif BN (3,0 g d'extrait de viande, 10,0 g de peptone et 5,0 g de chlorure de sodium dans 1 

000 ml de distillat) dilué au 1/500.  

• Inoculation et incubation des échantillons  

 0,1 mL de cette suspension est déposé sur l’échantillon. Un film de couverture en 

polypropylène (2 x 5 cm2) est appliqué sur l'échantillon, qui est ensuite incubé pendant 24 

heures à 35°C dans des conditions d'humidité maximale (≥ 90%). Les bords du film de 

couverture doivent toujours se situer à une distance de 0,25 cm à 0,5 cm à l'intérieur du bord de 

l’échantillon sur tous les côtés afin d'éviter tout débordement.  

• Décrochage et dénombrement des microorganismes 

 Après l'incubation, les échantillons sont immergés dans 10 mL de milieu de culture Eugon 

LT Sup pour décrocher les cellules microbiennes. La concentration des bactéries est déterminée 

par la méthode de dénombrement sur gélose. Les expériences ont été réalisées en triplicata.  

• Calcul de la concentration microbienne 

 La concentration microbienne sur les échantillons est estimée selon la formule suivante :  

𝑁 = (100 × 𝐶 × 𝐷 × 𝑉) 𝐴⁄   en UFC/cm2 (27) 

Avec,  

N : représente le nombre de micro-organismes viables récupérés par cm2 par échantillon de 

test 

C : correspond au décompte moyen des colonies pour les trois plaques en triplicata 

D : est le facteur de dilution pour les plaques comptées 

V : représente le volume, en ml, d'Eugon LT Sup ajouté à l'échantillon. 

Dans la suite de cette étude, nous avons investigué la quantité de NPs lixiviée dans la 

solution d’Eugon LT Sup lors de l’agitation en présence de billes, en appliquant la nouvelle 

méthode de décrochage des microorganismes que nous avons développée. Une analyse sera 



   

79 
 

Chapitre 2 : Matériel et Techniques expérimentales  Chapitre 2 : Matériel et Techniques expérimentales 

ensuite présentée concernant la capacité de l’Eugon LT Sup à neutraliser les NPs ainsi 

dissoutes. Il est crucial de s'assurer qu'il n'y ait aucun effet inhibiteur sur les micro-organismes 

lors de leur décrochage, étant donné que l’activité antimicrobienne est évaluée pendant la phase 

d’incubation. 

7.2.4. Méthodologies d’analyse de la lixiviation et de la neutralisation des nanoparticules 

de ZnO 

a) Analyse de la lixiviation de nanoparticules de ZnO par ICP  

 Pour vérifier si l’agitation au vortex des échantillons de films minces entraîne la 

lixiviation de NPs de ZnO dans la solution de neutralisant, une analyse élémentaire préliminaire 

par ICP a été réalisée. La procédure était la suivante :  

• 0,1 mL de solution d’eau physiologique a été déposé sur un film mince de ZnO, puis 

recouvert par un film en polypropylène de 2x5 cm².  

• L'échantillon a été incubé à 35°C et d'humidité relative ≥ 90% pendant 24 heures.  

• Ensuite, l’échantillon a été placé dans 10 mL de solution Eugon LT Sup avec 10 g de billes 

et agité au vortex pendant 1 minute.  

• L’échantillon a été ensuite retiré, et la solution a été analysée par ICP pour détecter la 

présence d’ions Zn2+.  

Les expériences ont été réalisées en duplicata. 

b) Validation de la neutralisation de l’activité antibactérienne des nanoparticules par 

l’Eugon LT Sup 

 L'efficacité de l'Eugon LT Sup à neutraliser l'activité antibactérienne des NPs de ZnO 

lixiviées lors de la mesure de la concentration bactérienne a été examinée. Pour ce faire :  

• 0,1 mL de solution de NB 1/500 sans bactéries ont été déposées sur des films minces de 

0,25 M propanol. 

• Ensuite, les films ont été incubés selon les conditions expérimentales de la norme ISO 

22196:2011 modifiée. 

• Après 24 heures d'incubation, l'échantillon a été placé dans 10 mL d'Eugon LT Sup. 

• Le mélange a été soumis au vortex pendant 1 minute en présence de 10 g de billes de 1 mm. 

• Ensuite, 0,1 mL de suspension de S. aureus à une concentration de 6 log10 UFC/mL a été 

ajouté au mélange. 
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• Enfin, la concentration bactérienne dans le mélange est déterminée par dénombrement sur 

gélose.  

Les expériences ont été réalisées en duplicata. Nous avons choisi S. aureus car cette bactérie 

s'est montré la plus sensible aux NPs en poudres. La concentration bactérienne après contact 

avec l'échantillon a été déterminée à l'aide de la formule :  

𝐿𝑖 = log
10

(𝑐 ∗ 𝑑 ∗ 10,1)
0.1⁄   𝑒𝑛 𝐿𝑜𝑔10𝑈𝐹𝐶/𝑚𝐿 (28)  

Avec,  

𝐿𝑖 : La concentration des bactéries après ajout dans la solution d’Eugon LT Sup en Log10 

UFC/mL, 

c : Le nombre totale de colonies,  

d : Le facteur de dilution  

La section suivante détaille la méthode employée pour évaluer la cytotoxicité des NPs.  

8. Analyse de la toxicité des nanoparticules par la méthode au rouge neutre   

L’innocuité des NPs ayant montré l’activité antibactérienne la plus élevée a été analysée sur 

des fibroblastes dermiques humains. Cette analyse a été réalisée à l'aide de la méthode du rouge 

neutre, présentée comme suit : 

• Culture des fibroblastes humains dermiques  

Les fibroblastes dermiques humains ont été cultivés dans un milieu DMEM supplémenté en par 

10% de SVF et contenant de la péniciline, de la streptomycine et de l’amphotéricine B.  

• Incubation des cellules  

200 µL de la solution contenant les cellules ont été ajoutées à des plaques de culture 

cellulaire à 96 puits et incubés pendant 24 heures à 37°C. Après cette période, le DMEM a été 

retiré et 200 µL de solution de NPs (1- 200 µg/mL) ont été ajoutés. Les plaques ont ensuite été 

incubées pendant 24 heures supplémentaires à 37°C. La concentration des cellules était de 

50 000 cellules/mL. La gamme de concentrations en NPs étudiée s'étend de 0,1 μg/mL à 221 

μg/mL. Le choix de ces concentrations a été déterminé en fonction de la concentration 

surfacique des nanoparticules déposées sur les films de peinture (voir Chapitre 4), les calculs 

ayant été réalisés conformément à la méthodologie décrite dans [208]. La surface d’un puit étant 
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de 0,36 cm², une concentration en NPs de 221 μg/mL correspond à une concentration surfacique 

de 123 μg/cm², ce qui est proche de la concentration surfacique en NPs sur les films de peinture 

étudiés dans le cadre des tests bactériens au Chapitre 4. 

• Test de cytotoxicité  

La cytotoxicité des NPs a été évaluée en suivant le protocole fourni par le kit d'essai de 

cytotoxicité cellulaire “Neutral Red cytotoxicity test” d'Abcam. Brièvement, les milieux ont été 

retirés des puits, qui ont ensuite été lavés avec une solution de lavage diluée au 1/10. Après 

avoir retiré la solution de lavage, 150 µL de solution de rouge neutre diluée au 1/100 ont été 

ajoutés dans les puits et incubés pendant 2 heures. Après incubation, le rouge neutre a été retiré 

des puits, qui ont de nouveau été lavés avec la solution de lavage. Ensuite, 150 µL de solution 

de solubilisation diluée au 1/2 dans du méthanol ont été ajoutés aux puits, suivis d’une agitation 

pendant 20 minutes. Le rouge neutre incorporé est endocyté par les seules cellules vivantes, La 

solubilisation finale après les lavages successifs permets ainsi de libérer dans le surnageant le 

rouge neutre et d’estimer la viabilité cellulaire par détection colorimétrique. 

• Lecture des résultats  

Après les 20 minutes d’agitation des cellules dans la solution de solubilisation, les échantillons 

sont placés dans le lecteur de microplaques FLUOstar® Omega. La densité optique est alors 

mesurée à 540 nm, longueur d’onde à laquelle le rouge neutre est absorbé. 

Le pourcentage de cytotoxicité a été calculé à l'aide de la formule suivante :  

% Cytotoxicité =   
𝐷. 𝑂.𝑇é𝑚𝑜𝑖𝑛− 𝐷. 𝑂.𝐸𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛

𝐷. 𝑂.𝑇é𝑚𝑜𝑖𝑛
∗ 100 (29) 

Où,  

𝐷. 𝑂.𝑇é𝑚𝑜𝑖𝑛 : représente la densité optique du témoin comprenant les cellules seules sans les 

NPs et,  

𝐷. 𝑂.𝐸𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛 : représente la densité optique de l’échantillon comprenant les cellules en 

présence des NPs.  

L’IC50 est déterminée sur GrapPad Prism 9. 
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 L'objectif principal de ce chapitre est de mettre en lumière l’impact de la taille des 

nanoparticules de ZnO en suspension sur leur activité antibactérienne. Pour commencer, la 

première partie sera consacrée à l'étude sur l'effet antibactérien des solvants de synthèse. La 

seconde partie se concentre sur la synthèse par chimie douce de nanoparticules de ZnO avec 

des tailles contrôlées. La troisième partie est dédiée à la préparation d'une dispersion stable des 

nanoparticules. La quatrième partie, analyse l'influence de la taille des nanoparticules sur leur 

activité antibactérienne. La cinquième partie et avant dernière partie de ce chapitre porte sur 

l’examen de l'activité antimicrobienne de ces nanoparticules sur la levure Candida albicans. 

Enfin, l'étude de la cytotoxicité des NPs de ZnO sur des fibroblastes dermiques sera présentée. 

1. Activité antibactérienne des alcools de synthèse 

 L’effet antibactérien de l’éthanol, du butanol et de l’isopropanol à 33% est représenté sur 

la Figure 36 où « r » représente le pourcentage de réduction d’ATP. Toutes les expériences ont 

été effectuées en double.   

La  Figure 36 révèle une diminution de l'ATP des bactéries en présence d'alcools. Parmi les 

trois bactéries examinées, le butanol et l'isopropanol ont démontré une réduction plus 

significative du taux d'ATP que l'éthanol. Ces observations indiquent que l'éthanol, le butanol 

et l'isopropanol présentent une activité contre les bactéries.  
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Figure 36 : Mesure d'ATP dans des échantillons d’éthanol, de butanol et d’isopropanol en 

présence de S. aureus, E. coli et P. aeruginosa. 

Compte tenu de l'activité antimicrobienne observée des alcools, l'étude a été réorientée 

vers l'extraction des NPs sous forme de poudre. Celles-ci ont ensuite été redispersées dans un 

solvant exempt d'activité antimicrobienne, afin de minimiser son interaction dans l'évaluation 

de l'activité des NPs. 

Par ailleurs, l'objectif principal de ce chapitre étant d'étudier l'influence de la taille des NPs 

sur leur activité antimicrobienne, une étude préalable des paramètres de synthèse influençant la 

taille des poudres de NPs a été réalisée et fait l’objet du paragraphe suivant. 

2. Synthèse de nanoparticules de ZnO de tailles variables et contrôlées par le procédé 

sol-gel 

 Partant du postulat que la diminution de la taille des NPs entraîne une augmentation 

significative de leur réactivité, cette observation a motivé une exploration approfondie de 

l'influence de ce paramètre sur leur activité antimicrobienne. Cette section a donc pour objectif 

de réaliser une étude paramétrique des conditions de synthèse afin d'obtenir des particules aux 

tailles variées et contrôlées, permettant ainsi une analyse approfondie de l'impact de la taille sur 

leur efficacité antibactérienne. 
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2.1. Etude de l’influence des paramètres de synthèse sur la taille des nanoparticules de 

ZnO  

 Afin de produire des NPs de ZnO présentant une variété de tailles, une étude paramétrique 

a été menée sur les différents paramètres de synthèse tels que le type de solvant, le ratio 

[MEA]/[Zn²⁺] (a), le taux d'hydrolyse (h), ainsi que le ratio  [OH⁻]/[Zn²⁺], susceptibles 

d'influencer la taille des NPs obtenues.  

2.1.1. Influence de la longueur de la chaîne carbonée de l’alcool  

L’analyse de l’influence de la longueur de la chaîne carbonée sur la taille des NPs de 

ZnO repose sur le principe selon lequel les propriétés physico-chimiques du solvant, telles que 

la polarité, la viscosité et la constante diélectrique, peuvent influencer les cinétiques de 

nucléation/croissance et d’agglomération des particules pendant la synthèse [209, 210]. En 

effet, les solvants jouent un rôle majeur dans la stabilité, la morphologie, ainsi que sur la phase 

et la taille des particules [211]. Des études ont montré que la croissance et le grossissement des 

particules dépendent fortement du solvant, en raison de sa viscosité, de sa solubilité et de son 

énergie de surface [212]. Le solvant organique agit comme un agent coiffant, qui se lie à la 

surface des particules, limitant ainsi la croissance cristalline et influençant à la fois la 

morphologie et la taille des particules [213].  

Dans cette étude, nous avons examiné l'influence de trois alcools- Méthanol, 

Isopropanol et butanol sur la taille, la formation et la cristallisation des NPs de ZnO à basse 

température (70°C), avec un taux d'hydrolyse [H2O]/[Zn2+] (h) de 10, un rapport MEA/Zn2+ (a) 

de 1 et une durée d'agitation de 22 heures.  

Le Tableau 4 présente les caractéristiques physico-chimiques des solvants étudiés. On peut 

noter que l'allongement de la chaîne carbonée des alcools diminue la constante diélectrique et 

augmente la viscosité.  
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Tableau 4 : Caractéristiques physico-chimiques des solvants. 

Alcool Méthanol Propanol Butanol 

Chaîne carbonée CH3- -CH2-CH2-CH3 -(CH2)3-CH3 

Point d’ébullition 64,7 0C 97 0C 117,7 0C 

Moment dipolaire (D) 1,70 1,68 1,66 

Constante diélectrique ε à 20°C 32,7 20,3 17,8 

Viscosité (m Pa.s) à 20°C 0,54 2,03 2,9 

 

Les diffractogrammes des échantillons obtenus sont présentés dans la Figure 37. 

 

Figure 37 : Synthèse de nanopoudres de ZnO à 70°C en utilisant divers alcools, avec un rapport 

[H2O/Zn2+ ] de 10 et un ratio MEA/Zn2+ de 1 pendant 22h. 

*espèces d’hydroxyde de zinc. 

 On observe la présence des pics de l’acétate de zinc dans les échantillons issus du butanol 

et de l’isopropanol. En revanche, l'échantillon préparé à partir du méthanol révèle des pics 

caractéristiques du ZnO de structure wurtzite observés aux angles 2Ѳ, 37°, 40°, 42°, 56°, 67°, 

75°, 81° correspondant respectivement aux plans (100), (002), (101), (102), (110), (103), (112). 

Ces pics sont accompagnés de traces d'hydroxyde de zinc aux angles 38° et 70° [214]. Ces 
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observations suggèrent que les échantillons synthétisés dans le butanol et l'isopropanol n'ont 

pas abouti à la cristallisation en ZnO, ce qui indique que les réactions sol-gel n'ont pas été 

effectives dans ces solvants. À l'inverse, le méthanol s'est révélé plus efficace pour induire la 

formation de ZnO cristallin, suggérant que la cristallisation du ZnO est davantage favorisée par 

l'utilisation d'un alcool à chaîne carbonée plus courte. 

Il a été précédemment constaté que la constante diélectrique augmente à mesure que la longueur 

de la chaîne carbonée de l'alcool diminue. Cette constante, qui reflète la capacité de dissociation 

du solvant, semble être un facteur déterminant dans la conversion de l'acétate de zinc en ZnO 

cristallisé. Dans le cas du méthanol, sa constante diélectrique élevée, associée à sa viscosité 

relativement faible, facilite cette conversion [215-217]. De plus, l'augmentation de la solubilité 

du précurseur de zinc dans le méthanol favorise une augmentation de la sursaturation, 

essentielle à la nucléation du ZnO [218, 219]. Enfin, la faible viscosité du méthanol par rapport 

aux autres solvants permet une diffusion plus rapide des solutés, favorisant ainsi davantage le 

processus de cristallisation dans ce solvant.  

 Étant donné que la température de 70°C s'est révélée insuffisante pour convertir 

complètement l'acétate de zinc en ZnO de structure wurtzite sans impuretés dans le méthanol, 

il a été nécessaire d'augmenter la température de synthèse. Cette décision repose sur l'hypothèse 

que l’augmentation de la température favorise la cristallisation de l’oxyde de zinc en 

augmentant l'énergie d’activation des réactions sol-gel et en diminuant la viscosité. Pour la suite 

de cette étude, le solvant choisi est le butanol, en raison de sa température d'ébullition élevée 

de 117°C, qui permet d'explorer une large gamme de températures tout en évitant son 

évaporation. Ainsi, le butanol est utilisé pour la synthèse des NPs dans le reste de cette étude.   
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2.1.2. Influence de la température de synthèse sur la taille des nanoparticules de ZnO  

 La Figure 38 présente les diffractogrammes DRX des poudres de NPs de ZnO élaborées 

à différentes températures (70°C, 94°C, 80°C et 110°C), avec un ratio MEA/Zn2+ (a) de 1, un 

taux d'hydrolyse [H2O]/[Zn2+] (h) de = 10 et une durée de synthèse de 22 heures dans le butanol. 

 

Figure 38 : Diffractogrammes RX de poudres de nanoparticules de ZnO élaborées à différentes 

températures (MEA/Zn2+ = 1, H2O/Zn2+ = 10, 22 heures, dans le butanol). 

À 80°C, la conversion du précurseur est presque complète, comme en témoigne la 

présence de pics caractéristiques du ZnO de structure wurtzite, accompagnée de traces d'espèces 

d'hydroxyde de zinc et d’acétate de zinc. Lorsque la température de synthèse dépasse 94°C et 

atteint jusqu'à 110°C, les espèces d’hydroxyde disparaissent, indiquant la formation de NPs de 

ZnO Wurtzite monophasé.  
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La Figure 39 illustre l’affinement de Rietveld de l’échantillon élaboré à 94°C.  

 

Figure 39 : Affinement de Rietveld de poudres de nanoparticules de ZnO élaborées à 94°C 

dans le butanol à un ratio MEA/Zn2+ = 1 ; un taux d’hydrolyse H2O/Zn2+=10 et une durée 

d’agitation de 22h. 

Le Tableau 5 présente les résultats de l'affinement de Rietveld, où "Sig" ou "Sigma" désigne 

l'écart-type des différences entre les intensités observées et celles calculées des pics de 

diffraction. L’affinement est de bonne qualité en raison des faibles valeurs de Sigma observées 

(Sig = 1,44 et 1,77) et confirme la formation de NPs de ZnO monophasé. Les paramètres de 

maille sont de a=b=3,257 Å et c=5,217 Å et a=b=3,251 Å et c=5,210 Å pour les échantillons 

synthétisés à 94°C et 110°C, respectivement, qui sont proches des valeurs reportées dans la 

littérature (a=b= 3,249 Å et c = 5,206 Å). Une quantité négligeable de microdéformation est 

obtenue pour tous les échantillons, ce qui indique que la taille des particules est la principale 

contribution à l'élargissement des pics. Les diamètres cristallins des NPs sont respectivement 

de 57 nm et 54 nm pour des température à 94°C et 110°C. Ce faible écart de température n’a 

pas été suffisant pour induire une variation significative de la taille des NPs.   
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Tableau 5: Paramètres cristallins des nanoparticules en fonction de la température de synthèse 

(MEA/Zn2+ = 1, H2O/Zn2+ = 10, 22 heures, dans le butanol). 

 

Températures 

Taille des 

échantillons (nm) 

Paramètres de 

mailles (Å) 

Microdéformation 

(%) 

Sig 

 

a= b c 

94°C 57 3,257 5,217 0,0002 1,44 

110°C 54 3,244 5,195 0,0009 1,90 

 

 Dans les sections suivantes, nous examinons l'influence d’autres paramètres tels que le 

ratio MEA/Zn2+, le taux d’hydrolyse et la durée d’agitation sur la taille des NPs, tout en 

maintenant constants la température de synthèse à 110°C et l'utilisation du butanol comme 

solvant.  

2.1.3. Influence du ratio MEA/Zn2+ (a) sur la taille des nanoparticules de ZnO 

 La Figure 40 représente les diffractogrammes DRX des échantillons élaborés à différents 

ratios MEA/Zn2+ (a), avec un taux d’hydrolyse H₂O/Zn²⁺ (h) fixé à 10 et une durée d’agitation 

de 22 heures.   

Le rôle du MEA dans la réaction peut être multiple, comme énoncé dans le premier chapitre : 

il peut servir de base faible grâce à la présence de groupements amines sur sa structure, 

favorisant ainsi la dissolution du précurseur. De plus, en tant que ligand bidentate avec ses 

groupements amines et hydroxyles (-NH et -OH), il se fixe à la surface des NPs, empêchant 

ainsi leur grossissement. Ces différentes fonctions permettent au MEA de jouer un rôle 

important sur la taille et la structure des NPs.    
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Figure 40 : Diffractogrammes DRX de nanopoudres de ZnO élaborées à différents ratio 

MEA/Zn2+ (a) (T= 110°C , H2O/Zn2+ = 10, 22 heures, dans le butanol). 

 On observe pour tous les échantillons la formation de ZnO Wurtzite monophasé 

indépendamment de la présence de ligand. La largeur des pics est plus fine lorsque le ratio du 

ligand MEA par rapport aux ions de zinc augmente, ce qui indique une augmentation de la taille 

des NPs proportionnelle au ratio MEA/Zn2+.  

Le Tableau 6 résume la taille des NPs calculée par affinement de Rietveld et les 

paramètres de maille en fonction du ratio MEA/Zn²⁺. Les faibles valeurs du Sigma attestent de 

la bonne qualité de l'ajustement du modèle cristallographique, confirmant ainsi la formation de 

la structure Wurtzite du ZnO. 

Les paramètres des mailles obtenus sont très proches de ceux de la structure cristalline Wurtzite 

du ZnO. Les déformations sont toujours négligeables indiquant que la taille des NPs est le seul 

paramètre contribuant à l’élargissement des pics. Cette taille diminue avec le ratio MEA, en 

accord avec les observations faites sur les diffractogrammes DRX. Le diamètre des particules 

évolue de 47 nm à 54 nm, puis à 65,6 nm lorsque le ratio MEA/Zn²⁺ augmente de 0,5 à 1, puis 

à 2. Particulièrement, les NPs synthétisées avec un ratio MEA/Zn²⁺ de 0 sont plus grandes que 
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celles obtenues avec des ratios plus élevés (0,5 et 1), affichant une taille de 60 nm. Cela est 

probablement dû à une hydrolyse incontrôlée qui accélère la croissance des particules. 

De ces résultats, nous pouvons déduire que la concentration en MEA a une influence sur la 

taille des NPs : elle augmente avec le ratio MEA/Zn2+. Ces résultats suggèrent que le mécanisme 

réactionnel est relativement complexe, impliquant une compétition entre le rôle du MEA en 

tant que ligand et sa fonction de base faible en présence d'eau. 

Tableau 6: Paramètres cristallins des nanoparticules en fonction du ratio MEA/Zn2+ (T= 

110°C , H2O/Zn2+ = 10, 22 heures, dans le butanol). 

 

MEA/Zn2+ 

Taille des 

échantillons (nm) 

Paramètres de 

mailles (Å) 

Microdéformation 

(%) 

Sig 

 

a= b c 

0 60 3,245 5,197 0,0016 1,61 

0,5 47 3,245 5,198 0,0019 1,92 

1 54 3,244 5,195 0,0009 1,90 

2 66 3,246 5,199 0,0009 1,67 

 

2.1.4. Influence du taux d’hydrolyse [H2O]/[Zn2+](h) sur la taille des nanoparticules de ZnO 

 Dans cette section, nous examinons comment le taux d'hydrolyse influence la taille des 

NPs. La Figure 41 illustre les diffractogrammes par rayons X des échantillons de nanopoudres 

de ZnO, obtenus à différents taux d'hydrolyse (h= 5 ; 10 et 15). Le ratio MEA/Zn2+ est fixé à 1 

et la durée de synthèse de 22 heures.  
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Figure 41 : Diffractogrammes RX de nanopoudres de ZnO élaborées à différents taux 

d’hydrolyse  H2O/Zn2+ (h) (T= 110°C , MEA/Zn2+ = 1, 22 heures, dans le butanol). 

 Tous les échantillons sont bien cristallisés dans la structure wurtzite hexagonale du ZnO. 

Malgré un taux d’hydrolyse élevé (h = 15), les particules présentent une bonne cristallinité, 

démontrant ainsi le rôle modérateur du MEA en tant qu'agent chélatant dans les réactions 

d’hydrolyse-condensation. Par ailleurs, il est observable que la largeur des pics diminue avec 

l’augmentation du taux d'hydrolyse, ce qui souligne l’augmentation de la taille des NPs avec le 

taux d’hydrolyse. 

L'effet du taux d'hydrolyse sur la réduction de la taille des particules est confirmé par 

les résultats de l’affinement de Rietveld, présentés dans le Tableau 7. Les paramètres de maille 

sont stables et proches de ceux de la structure wurtzite du ZnO. Les microdéformations sont 

négligeables et la taille des particules augmente avec le taux d’hydrolyse. Le diamètre des NPs 

est de 41 nm, 54 nm, et 73 nm pour des taux d’hydrolyse de 5, 10 et 15, respectivement.  
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Tableau 7 : Paramètres cristallins des nanoparticules en fonction du taux d’hydrolyse  

H2O/Zn2+ (T= 110°C , MEA/Zn2+ = 1, 22 heures, dans le butanol). 

 

H2O/Zn2+ 

Taille des 

échantillons (nm) 

Paramètres de 

mailles (Å) 

Microdéformation 

(%) 

Sig 

 

a= b c 

5 41 3,258 5,219 0,0008 1,41 

10 54 3,244 5,195 0,0009 1,90 

15 73 3,255 5,214 0,0008 1,41 

 

L’augmentation de la taille des particules avec le taux d’hydrolyse peut s’expliquer par le fait 

que l’hydrolyse favorise les réactions de polymérisation inorganique qui conduisent à la 

formation des NPs plus grosse [220]. Ainsi, l’ajout d’eau dans la réaction favorise la croissance 

des particules. 

2.1.5. Influence de la durée de synthèse sur la taille des nanoparticules de ZnO 

 Nous explorons dans cette section l’influence de la durée de synthèse sur la taille des NPs. 

La Figure 42 présente les diffractogrammes des échantillons obtenus à différentes durées de 

synthèse. Ces expériences ont été réalisées dans des conditions identiques, avec un rapport 

molaire [MEA]/[Zn²⁺] fixé à 1 et un taux d’hydrolyse H₂O/Zn²⁺ fixé à 10.   
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Figure 42: Diffractogrammes RX de nanopoudres de ZnO élaborées à différentes durée de 

synthèse (T= 110°C , MEA/Zn2+ = 1, H2O/Zn2+ = 10, dans le butanol). 

 Tous les échantillons sont cristallisés en ZnO Wurtzite pure. La largeur des pics de 

diffraction devient légèrement plus fine lorsque la durée de synthèse augmente, montrant une 

augmentation de la taille des NPs pour des périodes de synthèse plus longues.  

Ces observations sont approfondies par les résultats de l'analyse Rietveld, présentés dans 

le Tableau 8. La taille des NPs passe de 35 nm à 39 nm, puis à 54 nm lorsque la durée de 

synthèse augmente de 2 heures à 4 heures, puis à 22 heures. La prolongation de la durée de 

synthèse favorise la croissance des particules par le mûrissement d'Ostwald. 

Tableau 8: Paramètres cristallins des nanoparticules en fonction de la durée de synthèse (T= 

110°C , MEA/Zn2+ = 1, H2O/Zn2+ = 10, dans le butanol). 

 

Durée de 

synthèse 

Taille des 

échantillons (nm) 

Paramètres de 

mailles (Å) 

Microdéformation 

(%) 

Sig 

 

a= b c 

2 h 35 3,253 5,211 0,0008 1,32 

4 h 39 3,244 5,196 0,0008 1,36 

22 h 54 3,244 5,195 0,0009 1,90 
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2.2. Synthèse de nanoparticules de ZnO à faible température  

 Cette section vise à explorer la possibilité de développer un procédé de synthèse à plus 

basse température, permettant ainsi de réduire davantage les coûts de production. Comme l'a 

montré la Figure 38 (Section 2.1.2 : Influence de la température de synthèse sur la taille des 

nanoparticules de ZnO), l’échantillon élaboré à 80°C n’était pas monophasé et présentait 

quelques espèces d’hydroxydes de zinc et d’acétate de zinc.  

Les stratégies mises en place pour convertir les espèces d'hydroxyde de zinc détectées sur la 

Figure 38 impliquent : 

• La réduction du ratio MEA/Zn²⁺ à a=0,5 en gardant le taux d'hydrolyse à 10. 

• L'ajout de 1,44 mL d'une solution de NaOH à 1M à la place de l'eau en gardant le ratio 

MEA/Zn²⁺ à 1. Le choix de ce volume a été fait car il correspond à la quantité d'eau à ajouter 

lorsque le taux d'hydrolyse est fixé à 10.  

La Figure 43  présente les diffractogrammes obtenus par rayons X des échantillons.  

 

Figure 43: Diffractogrammes RX des échantillons synthétisés à 80°C, en variant le taux 

d'hydrolyse H2O/Zn2+ (h), du rapport MEA/Zn2+ (a) et en présence de soude. 
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 La réduction du ratio MEA/Zn²⁺ à 0,5 n’a pas permis la formation de ZnO Wurtzite, 

comme le montre la présence du précurseur de zinc sur le diffractoGramme en Figure 43. Nous 

pensons que cette diminution du ratio de ligand a entraîné une dissolution insuffisante du 

précurseur à 80°C, empêchant ainsi les réactions de polymérisation inorganiques. En revanche, 

l'ajout d'une base plus forte, comme la soude, a permis la formation de ZnO Wurtzite 

monophasé pur. Cela est probablement dû à la plus grande force basique de la soude, qui 

pourrait augmenter l'énergie nécessaire à la formation des NPs de ZnO. 

Le Tableau 9 présente les paramètres cristallins des nanoparticules cristallisées et pures. 

Tableau 9 : Paramètres cristallins des nanoparticules cristallisées et pures préparées à partir de 

la soude. 

 

Durée de 

synthèse 

Taille des 

échantillons (nm) 

Paramètres de 

mailles (Å) 

Microdéformation 

(%) 

Sig 

 

a= b c 

NaOH et a=1 52 nm 3,237 5,184 0,0019 1,85 

 

Les faibles valeurs du Sigma corroborent la formation d'une phase pure de ZnO de structure 

wurtzite. Les paramètres de maille mesurés sont constants et en accord avec les données de la 

littérature, soit (a=b=3,237 Å ; c=5,184 Å)  

La température de 80°C ne permet pas la condensation des hydroxydes de zinc lorsque le taux 

d’hydrolyse est élevé [221]. Nous supposons qu'un faible rapport OH⁻/Zn²⁺, combiné à un ratio 

MEA/Zn²⁺ suffisant, permet d'obtenir des NPs de ZnO monophasé de petite taille. Ces résultats 

confirment la possibilité d'un mécanisme réactionnel complexe, impliquant une compétition 

entre le MEA et l'eau. Ils ouvrent la voie à l'utilisation potentielle d'une base organique en 

remplacement de l'eau, afin d'améliorer le contrôle sur la taille des particules et d'optimiser les 

conditions de synthèse. 

 Cette étude paramétrique a permis d'identifier les facteurs influençant la taille des NPs et 

de produire des NPs de tailles variées, allant de 35 nm à 66 nm. Pour la suite de cette étude, 

trois tailles distinctes ont été sélectionnées pour une caractérisation plus approfondie, en vue 

d'évaluer leur impact sur les propriétés antimicrobiennes. Le Tableau 10 récapitule les 

paramètres de synthèse des NPs. 
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Tableau 10: Paramètres de synthèse des nanopoudres de ZnO étudiées en interaction avec les 

microorganismes. 

Taille de 

l’échantillon 

[MEA]/[Zn2+] [H2O]/[Zn2+] Durée 

d’agitation 

Température Solvant 

22 nm 1 5 22 h 80 °C  

Butan-1-ol  35 nm 1 10 2 h 110°C 

66 nm 2 10 22 h 110°C 

 

2.3. Caractérisation des échantillons pour l’analyse des propriétés antibactériennes 

Cette section aborde la diffraction des rayons X, l'affinement de Rietveld, la 

spectroscopie Raman, la microscopie électronique à transmission et à balayage (MET et MEB), 

ainsi que la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) des échantillons de NPs 

de ZnO sélectionnés. Ces échantillons feront l’objet d’une étude de leurs effets antimicrobiens 

sur des microorganismes. 

2.3.1. Analyse structurale  

La Figure 44 présente les diffractogrammes RX des échantillons, dont les paramètres 

de synthèse sont récapitulés dans le Tableau 10. L’affinement Rietveld de l’échantillon 

présentant la plus faible taille est présenté sur la Figure 45. Tous les échantillons de ZnO sont 

bien cristallisés en phase wurtzite sans phase secondaire, comme confirmé par la diffraction des 

rayons X (Figure 44) et l'affinement de Rietveld (Figure 45). L'analyse par affinement de 

Rietveld a montré la stabilité des paramètres de la maille (a, c) identiques à ceux reportés dans 

la littérature. Elle a également révélé des tailles variées : 22 nm, 35 nm et 66 nm (Tableau 11). 
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Figure 44 : Diffractogrammes RX des échantillons de nanoparticule de ZnO de tailles 

variables étudiés en interaction avec les microorganismes.  

 

Figure 45: Affinement Rietveld de nanoparticules de ZnO de 22 nm.  
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Tableau 11 : Paramètres cristallographiques des nanoparticules de étudiées en interaction 

avec les microorganismes. 

Taille des échantillons 

(nm) 

Paramètres de mailles 

(Å) 

Microdéformation 

(%) 

Sig 

 

a= b c 

22 3,248 5,201 0,002 1,18 

35 3,251 5,207 0,001 1,21 

66 3,253 5,210 0,001 1,60 

 

2.3.2. Spectroscopies vibrationnelles 

a) Spectroscopie Raman 

 Dans la Figure 46, nous présentons les spectres Raman des nanopoudres de ZnO. Tous 

les spectres Raman présentent des caractéristiques attribuées aux modes actifs de Raman du 

cristal wurtzite de ZnO, en accord avec les analyses de DRX. La bande prédominante observée 

à 437 cm-1 correspond au mode Raman E2 (haute), principalement associé aux vibrations de 

l'oxygène et caractéristique de la structure cristalline wurtzite [222]. À 330 cm-1, la bande est 

identifiée comme la différence entre E2 (haute) et E2 (basse), représentant un mode Raman 

multiphonon d'ordre deux résultant du phonon de frontière de zone, confirmant ainsi la haute 

qualité structurale des échantillons [223, 224]. Les bandes à 636 cm-1 et 690 cm-1 sont attribuées 

aux modes TA + TO (acoustique transversale + optique transversale) et LA + TO (acoustique 

longitudinale + optique transversale), respectivement. De plus, la bande à 931 cm-1 peut être 

associée aux modes E1 (TO) + E1 (LO) (optique transversale + optique longitudinale) [224].  
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Figure 46 : Spectre Raman des échantillons de nanoparticules de ZnO de tailles variables 

étudiées en interaction avec les microorganismes. 

b) Spectroscopie infrarouge à Transformée de Fourier (FTIR) 

 La spectroscopie FTIR permet d'identifier les groupes fonctionnels des composants actifs 

en analysant les pics d'absorption dans la région infrarouge. Les oxydes métalliques donnent 

généralement des bandes d’absorption dans la région des empreintes digitales, c'est-à-dire en 

dessous de 1000 cm−1 [225].  

Les résultats du spectre FTIR de l'échantillon de 22 nm sont illustrés dans la Figure 47. La 

bande d’absorption dans la région à plus haute fréquence , autour de  3734 cm−1 , est attribué à 

l'étirement des groupements O-H, et la bande dans la plage inférieure à 1575 cm−1 est due à la 

déformation de O-H à la surface des particules, probablement dû à l’interaction entre les NPs 

et l’humidité [234, 235]. Toutes les autres bandes sont associées aux caractéristiques 

spécifiques des NPs de ZnO préparées [227]. La bande à 2987 cm-1 est attribuée à la vibration 

de l'étirement d'une fonction aldéhyde, probablement à la couverture de sa surface par des 

acétates [228]. Les bandes apparaissant près de 2272 - 2358 cm−1 indiquent l'adsorption de CO 

à la surface de l'oxyde et du CO2 de l’air. La bande d'absorption principale est due à la vibration 

dans la région 500-1000 cm-1de la liaison Zn-O de ZnO au pic de 538 cm−1 [227].  
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Figure 47 : Spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier (FTIR) des nanoparticules 

de ZnO de 22 nm. 

2.3.3. Analyses morphologiques 

a) Analyse par Microscopie Electronique à Transmission (MET)  

L’image à haute résolution obtenue par microscopie électronique à transmission (MET) 

pour l'échantillon de 22 nm confirme la formation de petites NPs de ZnO wurtzite bien 

cristallisées, avec un diamètre moyen mesuré à 20 nm (Figure 48). La distance interréticulaire 

calculée est de d=2,79 Å qui correspond à la famille de plan (100) de la structure Wurtzite du 

ZnO. Malgré l’état d’agrégation des poudres, il semble que les particules soient sphériques et 

isotropes. Ces résultats concordent avec les données issues des mesures de la DRX.  
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Figure 48 : Image MET de nanoparticules de ZnO de 22 nm 

b) Analyse par Microscopie Electronique à Balayage (MEB)  

La Figure 49 présente la micrographie obtenue des NPs de diamètre cristallin de 35 nm. 

L'image révèle la présence d'agglomérats de NPs d'environ 500 nm, présentant une morphologie 

globalement pyramidale et parfois sphérique. Les agglomérats observés au MEB corroborent 

les résultats de la MET. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 49 : Cliché MEB des nanoparticules de ZnO de 35 nm. 

2.4 . Conclusion 

 Dans cette étude, nous avons exploré l'activité antibactérienne des alcools couramment 

utilisés dans le procédé sol-gel pour la synthèse de NPs, à savoir le butanol, l'isopropanol et le 

méthanol. Les résultats de cette analyse ont révélé que ces alcools exercent tous une activité 

5 nm

ZnO wurtzite 

(100)  
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antibactérienne notable. Ainsi, pour s’affranchir de l’activité antibactérienne des solvants, les 

NPs ont été extraits sous forme de poudres. 

Nous avons ensuite examiné l'influence de divers paramètres de synthèse sur la taille des NPs, 

afin de produire des particules de tailles distinctes et d'évaluer ensuite leur impact sur l'activité 

antimicrobienne. Parmi les paramètres ayant un effet significatif sur la taille des particules, nous 

avons identifié le type de solvant, le ratio MEA/Zn²⁺, ainsi que le taux d'hydrolyse. Le méthanol 

s'est révélé être le solvant le plus efficace pour la formation de ZnO, bien que les échantillons 

ainsi produits contiennent des traces d'espèces hydroxydes. Afin d'éliminer ces espèces, la 

température de synthèse a été augmentée, un procédé rendu possible grâce à l'utilisation du 

butanol, qui possède une température d'ébullition plus élevée comparée aux autres solvants 

étudiés, permettant ainsi une exploration plus large des conditions thermiques. Par conséquent, 

le butanol a été retenu comme solvant de synthèse pour le reste de l'étude. Ensuite, nous avons 

observé que des températures et des ratios MEA/Zn²⁺ plus élevées favorisaient la croissance 

des particules, tandis qu'un taux d'hydrolyse plus faible a conduit à des particules de plus petite 

taille.  

Cette étude a permis d'obtenir des NPs dont les tailles varient entre 22 nm et 66 nm. Par la suite, 

trois échantillons présentant des tailles distinctes ont été sélectionnés pour des analyses 

supplémentaires visant à évaluer l'impact de leur taille sur l'activité antimicrobienne. Avant de 

mener cette évaluation, une étude préliminaire sur la stabilité des particules en suspension a été 

réalisée et fait l’objet de la section suivante.   

3. Influence du dispersant sur la stabilité des nanoparticules  

 La stabilité de la dispersion des NPs de ZnO dans du Muller Hinton avec le polyacrylate 

de sodium est présentée sur la Figure 50 après 24 heures d'incubation.  
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Figure 50 : Évolution de la stabilité des suspensions de nanoparticules dispersées dans du 

PAAS au fil du temps. ZnO-1 = 22 nm ; ZnO-2 = 35 nm et ZnO-3 = 66 nm. 

La Figure 51 illustre l'évolution de la densité optique des suspensions de nanoparticules de 

ZnO dispersées avec le PAAS sur une période de 3 heures. Les résultats montrent une bonne 

stabilité de la densité optique au cours de cette période, indiquant une bonne stabilité des 

suspensions. Aucune différence significative de stabilité n'a été observée entre les trois (3) 

tailles de NPs. 

 

Figure 51 : Evolution des densités optiques des suspensions de nanoparticules au cours du 

temps. 

 L'importance de disperser les NPs dans un solvant dépourvu d'activité antimicrobienne a 

conduit à examiner la préparation de dispersions stables des poudres en suspension. Le milieu 

de culture utilisé pour les tests antimicrobiens a été sélectionné pour étudier la stabilité des 

suspensions, car il ne présente pas d’effet inhibiteur sur les microorganismes. De plus, la 

dispersion des NPs dans un liquide ne contenant que le milieu de culture a semblé pertinente, 

car elle permet de maintenir les microorganismes dans des conditions de croissance optimales 

pour leur évaluation en présence des NPs. 
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La dispersion stable des NPs de ZnO dans des milieux aqueux revêt une importance cruciale 

pour leur efficacité en tant qu'agents antimicrobiens, car elle peut influencer leur performance 

contre les microorganismes. En effet, une dispersion inefficace pourrait ralentir, par exemple, 

la diffusion des NPs à travers les membranes bactériennes, réduisant ainsi leur capacité à inhiber 

la croissance des bactéries. Dans cette étude, l'utilisation du polyacrylate de sodium (PAAS) a 

été explorée comme agent dispersant. Les résultats ont démontré la supériorité du PAAS en 

termes de stabilité par rapport aux autres agents testés. La constance de la densité optique des 

suspensions de NPs de ZnO dispersées avec le PAAS pendant une période de trois heures 

témoigne de cette stabilité. Ces observations suggèrent que le PAAS pourrait constituer une 

option prometteuse pour la dispersion des NPs de ZnO dans des milieux aqueux. 

D'autres dispersants ont également été étudiés, notamment le Noir Eriochrome T, le 

dodécylsulfate de sodium, ainsi que l'éthylène glycol comme solvant de dispersion. Cependant, 

les résultats obtenus avec ces dispersants n'ont pas été concluants, et l'éthylène glycol a 

manifesté une activité antimicrobienne contre les bactéries, rendant son utilisation inappropriée 

pour cette application. De plus, la toxicité des dispersants ainsi que celle du liquide de 

dispersion, a été un facteur déterminant dans le choix de la méthode de dispersion. Le PAAS, 

en raison de sa toxicité modérée, a donc été préféré pour cette raison supplémentaire [229]. Les 

résultats concernant la stabilité des suspensions de NPs de 22 nm dispersées avec le SDS dans 

l’eau distillée sont présentés en Annexe 3. 

Dans la section suivante, nous analysons l'impact de la taille des NPs de ZnO en 

suspension/solution sur leur activité antibactérienne. 

4. Influence de la taille des nanoparticules de ZnO sur leur activité antibactérienne  

 Des études antérieures ont démontré que la réduction de la taille des NPs améliore leur 

activité antibactérienne [64, 230-233]. Babayevska et al. [64] ont constaté que les NPs de ZnO 

étaient plus efficaces que les microparticules contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus. 

Ils ont expliqué cette différence en examinant le mécanisme par des mesures des espèces 

réactives de l'oxygène (ERO) et ont trouvé que les NPs produisaient plus d’ERO que les 

microparticules. Raghupathi et al. [231] ont également observé une activité antibactérienne 

supérieure des NPs de ZnO à des tailles réduites. Ils ont comparé les courbes de croissance des 

bactéries en présence de NPs de ZnO de différentes tailles (30 nm, 88 nm, 142 nm et 212 nm) 

à une concentration de 6 mM pendant des cultures de 6 heures. Malgré ces efforts, peu de 
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recherches ont été menées pour comparer la cinétique de croissance bactérienne en fonction de 

différentes tailles de NPs afin de comprendre le mode d'action dépendant de la taille.  

L'originalité de cette section réside dans l'étude de l'influence de la taille des NPs sur la 

cinétique de croissance bactérienne, en se concentrant sur la période de latence et la vitesse 

spécifique de croissance des bactéries. Déterminer ces paramètres permet de mieux comprendre 

l'effet des NPs sur les mécanismes de croissance des souches bactériennes. L'étude cinétique 

des bactéries a été réalisée sur des bactéries Gram-négatives et Gram-positives en surveillant 

les variations de la densité optique bactérienne sur une période de culture de 24 heures avec 

différentes tailles et concentrations de NPs. La période de latence et le taux spécifique de 

croissance des bactéries ont été calculés à partir des données de densité optique. Au préalable, 

l'impact de la taille des trois NPs de ZnO de tailles distinctes sur leur activité antibactérienne a 

été examiné en déterminant leur concentration minimale inhibitrice (CMI) et leur concentration 

minimale bactéricide (CMB).  

4.1. Corrélation entre la taille des nanoparticules de ZnO et la concentration minimale 

inhibitrice (CMI) 

 La Figure 52 présente la CMI de trois tailles (22 nm ; 35 nm et 66 nm) de NPs contres E. 

coli ; P. aeruginosa et S. aureus. La CMI représente la plus faible concentration de NPs de ZnO 

qui inhibe la croissance bactérienne visible après la période d'incubation. Une diminution 

significative de la CMI des NPs de ZnO contre E. coli a été observée à mesure que leur taille 

diminuait, avec des valeurs respectives de 0,45 mg/mL, 0,40 mg/mL et 0,85 mg/mL pour des 

tailles de 22 nm, 35 nm et 66 nm. De même, une réduction de la CMI a été notée pour P. 

aeruginosa, avec des valeurs diminuant de 1,25 mg/mL et 1,60 mg/mL à 1,85 mg/mL pour des 

tailles de 22 nm, 35 nm et 66 nm, respectivement. L'activité antibactérienne des NPs de ZnO 

contre E. coli et P. aeruginosa augmentait à mesure que leur taille diminuait. La CMI des NPs 

de ZnO contre S. aureus est restée stable à 0,15 mg/mL, quelle que soit leur taille. 
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Figure 52 : Effet de la taille des nanoparticules de ZnO sur la CMI contre E. coli, P. 

aeruginosa et S. aureus. 

4.2. Corrélation entre la taille des nanoparticules et la concentration minimale bactéricide 

(CMB) 

L’influence de la taille des NPs de ZnO sur leur CMB est présentée sur la Figure 53. La 

CMB correspond à la plus faible concentration de NPs entraînant la mort de 99,9 % de la 

population bactérienne initiale. Il a été observé que la CMB des NPs contre les trois bactéries 

diminuait à mesure que leur taille diminuait, ce qui indique une amélioration de l'activité 

antibactérienne des NPs et confirme les résultats obtenus précédemment (Figure 52). Plus 

précisément, les valeurs étaient de 0,5 mg/mL, 0,6 mg/mL et 1,05 mg/mL pour des tailles de 

22 nm, 35 nm et 66 nm contre E. coli, respectivement. Pour P. aeruginosa, les valeurs étaient 

de 11 mg/mL, 13 mg/mL et 15 mg/mL pour des tailles de 22 nm, 35 nm et 66 nm, 

respectivement. Pour S. aureus, les valeurs de la CMB étaient de 0,30 mg/mL, 1,55 mg/mL et 

1,70 mg/mL pour des tailles de 22 nm, 35 nm et 66 nm, respectivement. 
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Figure 53 : Effet de la taille des NPs de ZnO sur leur CMB contre E. coli, P. aeruginosa et S. 

aureus. 

4.3. Influence de la taille des nanoparticules sur la cinétique de croissance des 

microorganismes 

4.3.1. Evolution de la densité optique de P.aeruginosa en présence de nanoparticules de 

ZnO de différentes tailles 

 La Figure 54 montre l'évolution de la densité optique des bactéries P. aeruginosa en 

présence de différentes tailles de NPs : 22 nm (Figure 54a), 35 nm (Figure 54b) et 66 nm 

(Figure 54c), à diverses concentrations. L'augmentation de la concentration des NPs améliore 

leur activité antibactérienne, comme le montre la densité optique plus faible à des 

concentrations plus élevées. Pour les concentrations où la densité optique ne reste pas constante 

pendant 24 heures, la phase de latence — période où la densité optique reste égale à 0 avant 

d'augmenter — était plus longue avec des NPs plus petites. Cela indique une inhibition plus 

forte de la croissance bactérienne en présence de NPs de plus petite taille. 

Par exemple, à une concentration de 1,35 mg/mL (en vert dans la Figure 54), la phase de latence 

des bactéries avec des NPs de 22 nm était plus longue qu'avec des NPs de 35 nm, qui était elle-

même plus longue qu'avec des NPs de 66 nm. De même, le taux de croissance, indiqué par la 

pente, était plus élevé avec des NPs plus grandes, montrant une croissance bactérienne plus 

rapide et une inhibition moindre. En outre, la densité optique des bactéries à la fin de 
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l’incubation, liée au pourcentage d'inhibition, était plus élevée avec des NPs plus grandes. Ces 

observations montrent que l'inhibition des NPs sur la croissance de P. aeruginosa augmente à 

mesure que leur taille diminue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                          

 

 

Figure 54: Croissance de la densité optique DO600 de P. aeruginosa en contact avec des NPs 

de ZnO de (a) 22 nm; (b) 35 nm; et (c) 66 nm à différentes concentrations.  

 Ces résultats ont permis de calculer la période de latence, la vitesse spécifique de 

croissance, le pourcentage d'inhibition, et d'évaluer l'impact de la taille des NPs sur ces 

paramètres pour les bactéries E. coli, P. aeruginosa et S. aureus.  

4.3.2. Etude comparative des paramètres cinétiques de bactéries en présence de 

nanoparticules de ZnO de différentes tailles 

 L'effet de la taille des NPs de ZnO sur les paramètres cinétiques des différentes bactéries 

est détaillé dans la Figure 55. 

a) Influence sur la période de latence  

 Une meilleure observation de l'impact de la taille des NPs sur la cinétique de croissance 

bactérienne a été obtenue en examinant la phase de latence (Figure 55-a). La phase de latence, 

représentant le temps nécessaire aux bactéries pour initier leur multiplication après 

l'inoculation, montre une tendance générale chez tous les microorganismes : les NPs de ZnO 
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plus petites prolongent la période de latence bactérienne. À 0,1 mg/mL, la phase de latence est 

restée stable pour toutes les tailles chez E. coli, avec une moyenne de 4 h. Cependant, des 

réductions notables ont été observées à des concentrations plus élevées. Par exemple, à 0,25 

mg/mL, la phase de latence d'E.coli a diminué de 8,5 h à 10 h à 4 h avec des NPs de 22 nm, 35 

nm et 66 nm, respectivement. De même, à 0,30 mg/mL, elle a diminué à 12 h, 14,5 h et 4,5 h 

avec les mêmes tailles de NPs respectivement.  

Pour P. aeruginosa, à une concentration de 1,35 mg/mL, la phase de latence a diminué de 23 h 

à 13 h avec des NPs de 22 nm, 35 nm et 66 nm. Cette réduction a également été observée à 1,50 

mg/mL, où la phase de latence était de 24 h, 21 h et 15 h avec des NPs de 22 nm, 35 nm et 66 

nm, respectivement. De même, à une concentration de 1,60 mg/mL, la phase de latence est 

restée à 24 h pour les tailles de 22 nm et 35 nm, et a diminué à 18 h pour les NPs de 66 nm. 

Pour S. aureus, des différences distinctes dans la durée de la phase de latence ont été observées 

à différentes concentrations et tailles de NPs. À une concentration de 0,05 mg/mL, la phase de 

latence a persisté pendant 9 h avec des NPs de 22 nm, tandis qu'elle était réduite à 7 h avec des 

NPs de 35 nm et 66 nm. À une concentration de 0,1 mg/mL, la phase de latence s'est prolongée 

à 15 h avec des NPs de 22 nm, tandis qu'elle est restée à 10 h avec des NPs de 35 nm et 66 nm. 

b) Influence sur le taux spécifique de croissance  

 En ce qui concerne le taux spécifique de croissance, représentant le taux de prolifération 

bactérienne en phase exponentielle, nous observons également une tendance générale chez tous 

les microorganismes (Figure 55-b) : les NPs de ZnO plus petites réduisent le taux spécifique 

de croissance. Pour E. coli, la vitesse spécifique de croissance était de 0,67 h⁻¹ avec des NPs de 

22 nm, comparé à 0,8 h⁻¹ avec des NPs de 35 nm et 66 nm à une concentration de 0,1 mg/mL. 

À 0,25 mg/mL, il a diminué à 0,2 h⁻¹, 0,3 h⁻¹ et 0,49 h⁻¹ avec des NPs de 22 nm, 35 nm et 66 

nm, respectivement. À une concentration de 0,3 mg/mL, le taux spécifique de croissance était 

de 0,35 h⁻¹ avec des NPs de 22 nm et 35 nm, et de 0,65 h⁻¹ avec des NPs de 66 nm. 

Pour P. aeruginosa, les taux étaient de 0 h⁻¹, 0,25 h⁻¹ et 0,50 h⁻¹ avec des NPs de 22 nm, 35 nm 

et 66 nm, respectivement, à 1,35 mg/mL. À une concentration de 1,50 mg/mL, les taux étaient 

de 0 h⁻¹, 0,12 h⁻¹ et 0,14 h⁻¹ pour les tailles respectives de NPs. Enfin, à une concentration de 

1,60 mg/mL, le taux spécifique de croissance de P. aeruginosa était de 0 h⁻¹ pour les NPs de 

22 nm et 35 nm, et de 0,10 h⁻¹ pour les NPs de 66 nm. 
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Pour S. aureus, à 0,05 mg/mL, le taux spécifique de croissance était de 0,71 h⁻¹, 0,77 h⁻¹ et 0,85 

h⁻¹ avec des NPs de 22 nm, 35 nm et 66 nm, respectivement. En moyenne, il était de 0,52 h⁻¹ 

avec des NPs de 22 nm et 35 nm, et de 0,67 h⁻¹ avec des NPs de 66 nm. 

c) Influence sur le pourcentage d’inhibition 

 Le pourcentage d'inhibition augmente généralement avec la diminution de la taille des 

NPs, indépendamment des bactéries étudiées (Figure 55-c). Bien qu'aucun impact significatif 

ne soit observé avec E. coli et S. aureus, l'influence de la taille des NPs de ZnO est évidente 

avec P. aeruginosa. Les NPs de ZnO de 22 nm et 35 nm montrent des niveaux d'inhibition 

similaires sur la croissance d'E. coli à toutes les concentrations testées, sauf à 0,3 mg/mL, où 

les pourcentages d'inhibition étaient de 75 %, 77 % et 66 % pour les NPs de 22 nm, 35 nm et 

66 nm, respectivement.  

L'impact de la taille des NPs sur le pourcentage d'inhibition est particulièrement marqué chez 

P. aeruginosa à toutes les concentrations testées. À 1,35 mg/mL, les pourcentages d'inhibition 

ont diminué de 100 %, 60 % à 39 % pour les NPs de 22 nm, 35 nm et 66 nm, respectivement. 

De même, à 1,50 mg/mL, les pourcentages d'inhibition ont diminué de 100 %, 85 % à 80 % 

pour les tailles de NPs respectives par rapport au contrôle. À 1,60 mg/mL, les pourcentages 

d'inhibition ont diminué de 100 % pour les NPs de 22 nm et 35 nm à 88 % pour les NPs de 66 

nm. 

Pour S. aureus, les pourcentages d'inhibition étaient identiques pour les NPs de 35 nm et 66 nm 

à toutes les concentrations testées : 37 % pour les NPs de 35 nm et 66 nm à 0,05 mg/mL, 34 % 

pour les NPs de 22 nm à 0,1 mg/mL, 56 % à 0,1 mg/mL, et 74 % pour les NPs de 22 nm à 0,1 

mg/mL.  
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Figure 55 : Effet de la taille et de la concentration des NPs de ZnO sur les paramètres de 

croissance d'E. coli, P. aeruginosa et S. aureus : a) Période de latence; b) Taux de croissance 

spécifique ; et c) Pourcentage d'inhibition. 

4.3.3. Influence de la taille des NPs sur l’inhibition de la croissance des bactéries  

La Figure 56 représente l’évolution de la densité optique des bactéries en présence de 

NPs de diverses tailles à différentes concentrations. Elle montre une augmentation de 

l'inhibition de la croissance bactérienne avec la diminution de la taille des NPs pour tous les 

microorganismes, à différentes concentrations de NPs de ZnO. Pour E. coli, l'inhibition était 

constante avec les NPs de 22 nm et 35 nm, et supérieure à celle observée avec les NPs de 66 

nm. L'inhibition de P. aeruginosa augmente avec la diminution de la taille des NPs. De plus, à 

mesure que la concentration des NPs augmentait, l'inhibition tendait à converger pour les trois 
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tailles de NPs. Quant à S. aureus, l'inhibition est constante avec les NPs de 66 nm et 35 nm, 

mais plus faible qu'en contact avec les NPs de 22 nm.  

Ces résultats confirment ceux obtenus pour les paramètres de croissance, la CMI et la CMB. 
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Figure 56 : Influence de la taille des NPs de ZnO à différentes concentrations sur l’inhibition de la croissance des bactéries.
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4.4. Synthèse et interprétation des résultats 

 Les principaux résultats de cette étude peuvent être résumés comme suit :  

- premièrement, la diminution de la taille des NPs de ZnO (22 nm, 35 nm et 66 nm) a amélioré 

leur efficacité antibactérienne en abaissant leur concentration minimale inhibitrice (CMI) et 

leur concentration minimale bactéricide (CMB). Il est à noter que P. aeruginosa a montré une 

susceptibilité plus faible aux NPs par rapport aux autres souches bactériennes, nécessitant des 

concentrations plus élevées pour un effet bactéricide. De plus, la réduction des CMI et CMB 

avec la diminution de la taille des NPs était particulièrement marquée chez P. aeruginosa. 

Plusieurs études ont exploré les effets des NPs de ZnO sur les valeurs de CMI et de CMB [76, 

232-236]. Conformément à nos résultats, la plupart des chercheurs ont observé une amélioration 

de l'efficacité antibactérienne avec des NPs plus petites. Par exemple, Pasquet et al. [76] ont 

rapporté une activité antimicrobienne supérieure avec des cristaux de ZnO plus petits contre E. 

coli et P. aeruginosa, notant une augmentation proportionnelle des CMI et CMB avec des NPs 

plus grandes. 

Álvarez-Chimal et al. [237] ont observé des résultats similaires, indiquant que des NPs de ZnO 

de 7 nm, 10 nm, 16 nm et 30 nm montrent des valeurs de CMB accrues contre S. aureus et E. 

coli à mesure que leur taille augmente. Les valeurs de CMB rapportées dans leur étude, allant 

de 10 à 80 mg/mL, sont supérieures à celles observées dans la présente investigation, 

probablement en raison de différences dans la composition des NPs. Cependant, nos résultats 

concernant S. aureus divergent de ceux de Lallo Da Silva et al. [182], qui ont documenté des 

valeurs de CMI élevées avec des NPs plus grandes contre les souches de S. aureus. Palanikumar 

et al. [232] ont rapporté que des NPs de ZnO de 15 nm, 25 nm et 38 nm présentaient des CMI 

identiques contre S. aureus MRSA, avec une valeur de 0,2 mg/mL, ce qui est en accord avec 

nos résultats. Bien que S. aureus affiche des valeurs de CMI similaires quelle que soit la taille 

des NPs, nous avons observé une diminution de la viabilité cellulaire, comme l'indiquent les 

mesures de CMB, avec la diminution de la taille des particules. Les valeurs de CMI et de CMB 

obtenues dans cette étude sont inférieures ou égales à celles rapportées dans la littérature pour 

des NPs de ZnO de taille similaire à celles étudiées ici [238, 239]. 

Des études antérieures ont suggéré qu'E.coli est plus sensible aux NPs de ZnO que P. 

aeruginosa, tandis que S. aureus est plus sensible que P.aeruginosa. La variation de la 

susceptibilité entre P. aeruginosa et les autres bactéries peut être attribuée à une interaction 

complexe de facteurs, incluant la production de substances polymériques extracellulaires 

(EPS), les systèmes de détoxification et les réponses métaboliques et génétiques spécifiques 
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[240]. La grande capacité de codage du génome de P. aeruginosa permet une adaptabilité 

métabolique remarquable en réponse aux changements environnementaux [241]. Les 

différences structurales entre les bactéries Gram (-) et Gram (+) peuvent expliquer la sensibilité 

différente de S. aureus et E. coli aux NPs de ZnO. Chez les bactéries Gram (+), telles que S. 

aureus, il n'y a pas de membrane externe et la paroi cellulaire est épaisse, constituée de 

nombreux mucopeptides et de composants de surface des acides lipoteichoïques (LTA) [242]. 

En revanche, les bactéries Gram (-), comme E. coli, ont une paroi cellulaire relativement mince 

mais possèdent une membrane externe [242]. L'absence de membrane externe pourrait 

expliquer pourquoi S. aureus est plus sensible aux NPs de ZnO que E. coli [243, 244]. 

- Deuxièmement, l'étude a suggéré que la diminution de la taille des NPs de ZnO peut ralentir 

la croissance bactérienne. Peu d'études ont exploré le rôle de la taille des NPs de ZnO dans la 

cinétique de croissance des bactéries. Néanmoins, Baek et al. [245] ont découvert que le taux 

d'inhibition de la croissance (%) de E. coli augmentait à mesure que la taille des NPs de ZnO 

diminuait (12,7 nm, 15,7 nm et 17,2 nm). Ces résultats sont en accord avec ceux de Mirhosseini 

et al. [246] et Raghupathi et al. [231], qui ont également observé une inhibition importante de 

la croissance de S. aureus et E. coli avec des NPs de ZnO plus petites. 

L'activité antibactérienne des NPs de ZnO repose sur plusieurs mécanismes. Elles libèrent des 

ions et des espèces ERO qui désactivent les enzymes et endommagent la structure cellulaire 

[247-249]. Elles interagissent physiquement avec les parois cellulaires, provoquant leur 

destruction et leur lyse [250, 251]. De plus, les interactions électrostatiques entre les NPs et la 

membrane cellulaire peuvent entraîner la dépolarisation et la destruction de la cellule. Les NPs 

peuvent également être internalisées par endocytose, capture non spécifique, diffusion 

membranaire et adsorption [12, 62]. 

La réduction de la taille des NPs peut influencer ces mécanismes et ralentir la croissance 

bactérienne de plusieurs façons. La haute réactivité des NPs de plus petite taille, en raison de 

leur plus grande surface spécifique, peut promouvoir une libération élevée d’ERO lors de 

l'interaction avec les bactéries. Cela entraîne une plus grande oxydation et dégradation des 

composants cellulaires essentiels, ralentissant ainsi la croissance bactérienne. De plus, la taille 

réduite des NPs peut entraîner une internalisation plus efficace dans les cellules bactériennes. 

Enfin, la diminution de la taille des NPs peut également augmenter la surface de contact direct 

avec la membrane cellulaire. Cela peut provoquer une perturbation plus importante de la 

membrane et une fuite des composants cellulaires, compromettant ainsi la viabilité bactérienne. 
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Les valeurs similaires de CMI des NPs contre S. aureus peuvent être attribuées au fait que S. 

aureus est une bactérie en forme de cocci qui tend à former des agrégats en grappes. Les cocci 

internes de ces grappes, par un effet de protection pourraient expliquer ces observations. En 

effet, il semble y avoir une taille maximale au-delà de laquelle les NPs ne peuvent pas pénétrer 

dans ces grappes, maintenant ainsi une activité antibactérienne inchangée. De plus, les effets 

inhibiteurs des NPs sur la croissance de P. aeruginosa tendent à converger à mesure que leur 

concentration augmente, probablement parce qu’elles sont proche de la CMI.  

 

4.5. Conclusion  

 La diminution de la taille des NPs de ZnO augmente leur efficacité antibactérienne contre 

E. coli, P. aeruginosa et S. aureus, en abaissant leurs concentrations minimales inhibitrices et 

bactéricides. Elle ralentit la cinétique de croissance des bactéries en prolongeant leur période 

de latence, en réduisant leur taux spécifique de croissanceet en augmentant leur pourcentage 

d'inhibition. Par exemple, à une concentration de 0,25 mg/mL, la phase de latence d'E. coli a 

diminué de 8,5 heures à 4 heures avec des NPs de tailles respectives de 22 nm, 35 nm, et 66 

nm. Pour P. aeruginosa, à une concentration de 1,50 mg/mL, la phase de latence a été réduite 

à 24 heures, 21 heures, et 15 heures pour les NPs de 22 nm, 35 nm, et 66 nm, respectivement. 

De manière similaire, pour S. aureus, à une concentration de 0,1 mg/mL, la phase de latence 

s'est prolongée à 15 heures avec des NPs de 22 nm, tandis qu'elle est restée à 10 heures avec 

des NPs de 35 nm et 66 nm. 

 Dans la continuité de cette étude, nous explorons l'activité antifongique de NPs de ZnO 

contre une levure, le Candida albicans. 

5. Activité antifongique des nanoparticules de ZnO contre Candida albicans  

 Dans cette section, nous examinons l'activité antifongique des NPs de ZnO de 22 nm 

contre Candida albicans.  

5.1. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des nanoparticules contre C. albicans   

  La Figure 57 illustre l'évolution de la densité optique de Candida albicans en présence 

de différentes concentrations de NPs de ZnO d'une taille de 22 nm. Il est observé que la plus 

faible concentration au-delà de laquelle la densité optique de C. albicans reste constante est de 

2,55 mg/mL, ce qui indique que la CMI des NPs de 22 nm contre C. albicans se situe entre 1,65 

mg/mL et 2,55 mg/mL. 
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Les NPs de ZnO de 22 nm démontrent donc une activité antifongique contre C. albicans, bien 

que cette activité soit faible et inférieure à celle observée contre les bactéries, en raison d’une 

CMI significativement plus élevée.  

 

Figure 57 : Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de nanoparticules de ZnO contre C. 

albicans. 

Les témoins positifs concernant l'évolution de la densité optique des microorganismes seuls et 

en présence de PAAS sont présentés en Annexe 4.  

 

5.2. Kill-Time test de Candida albicans en contact avec de nanoparticules de ZnO 

Les résultats du test de mortalité cellulaire sont représentés sur la Figure 58. La concentration 

de Candida albicans est restée constante pendant 72 heures en contact avec des NPs à des 

concentrations de 20 mg/mL et 30 mg/mL, indiquant que les NPs à ces concentrations 

présentent une activité fongistatique contre C. albicans. L’évolution de la concentration du 

C.albicans en fonction du temps de présence des NPs est illustré qualitativement en Annexe 5.  
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Figure 58 : Mesure de l'activité antifongique des nanoparticules de ZnO à l'aide du test de 

mortalité. 

Ces observations sont en accords avec celles de Dadi et al. [31] , qui ont constaté l'absence 

d'activité des solutions colloïdales de NPs de ZnO contre C. albicans.  

L’enveloppe cellulaire de la levure C. albicans est composée d'une couche interne de 

polysaccharides, notamment de β-glucanes et de chitine, et d'une couche externe de 

mannoprotéines [252, 253]. Cette composition structurelle aide probablement à résister à la 

toxicité de NPs de ZnO. 

5.3. Conclusion 

 Les NPs de ZnO de 22 nm ont montré une activité antifongique contre C. albicans, bien 

que cette activité soit inférieure à celle observée contre les bactéries. La concentration minimale 

inhibitrice (CMI) de ces NPs contre C. albicans est de 2,55 mg/mL.  

L'analyse par le test de kill-time a révélé que les nanoparticules exercent une activité 

fongistatique à des concentrations d'environ 20 mg/mL, soit 8 fois supérieures à la CMI, et à 30 

mg/mL, soit 12 fois supérieures à la CMI. La composition de la paroi cellulaire de la levure C. 

albicans, constituée de polysaccharides tels que les β-glucanes et la chitine, ainsi que de 

mannoprotéines en couche externe, semble contribuer à la résistance à la toxicité des NPs de 

ZnO.   

L'application potentielle des NPs en tant qu'agents antimicrobiens incite à étudier leur innocuité. 

Par conséquent, la suite de ce travail est consacrée à l'exploration de l'innocuité des NPs.  
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5.4. Activité cytotoxique des nanoparticules de ZnO  

 La réduction cellulaire des fibroblastes dermiques humains en fonction de la 

concentration des NPs de ZnO est présentée dans la Figure 59. 

Les concentrations de 0,06 à 13,9 µg/cm2 présentent des densités optiques moyennes identiques 

à celles du témoin, indiquant une absence de toxicité des NPs contre les cellules à ces 

concentrations. 

La réduction cellulaire commence à 16% à la concentration de 27,8 µg/cm2. Cette réduction 

augmente à 58% à la concentration de 55,6 µg/cm2 et atteint 65% à la concentration de 123 

µg/cm2. L'IC50, la concentration inhibitrice à 50%, est estimée à 71 µg/mL. Cette valeur est 

proche de celles rapportées dans la littérature [254, 255]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 59 : Densité optique des fibroblastes dermiques en fonction de la concentration en 

nanoparticules de ZnO de 22 nm. 

Meyer et al. [256] ont observé une réduction de plus de 85 % de la viabilité cellulaire des 

fibroblastes dermiques humains exposés à des NPs de ZnO de 23 nm, à des concentrations allant 

de 25 à 100 μg/ml. De même, Ramasamy et al. [257] ont montré que les NPs de ZnO de 77 nm 

présentent une cytotoxicité élevée contre les fibroblastes dermiques, avec une augmentation des 

concentrations de 10 à 50 μg/mL. D'autres auteurs ont également rapporté des résultats 

similaires avec des NPs de ZnO (30-70 nm) à des concentrations très faibles (ppm) [258, 259]. 

La toxicité des NPs de ZnO est liée à trois facteurs majeurs : 1) les interactions étendues de leur 
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grande surface avec les cellules, 2) la libération d'ions de zinc provenant des NPs de ZnO, et 3) 

la nature hydrophile de leur surface [254]. 

5.5. Conclusion 

 Cette section a montré l'impact des NPs de ZnO de 22 nm sur la viabilité des cellules de 

fibroblastes dermiques humaines, avec des pourcentages de réduction cellulaires allant de 0 à 

65%. L'IC50, estimée à 71 µg/mL, indique une activité cytotoxique modérée, conforme aux 

données de la littérature. La toxicité des NPs de ZnO est attribuée aux interactions de surface, 

à la libération d'ions de zinc, et à la nature hydrophile des nanoparticules [254]. 

6. Conclusion générale 

Dans cette étude, nous avons avancé notre compréhension des nanoparticules de ZnO et 

leur application potentielle en tant qu’agents antimicrobiens. Tout d'abord, nous avons examiné 

le processus de synthèse par le procédé sol-gel, en analysant l'influence des paramètres tels que 

la température, le ratio [MEA]/[Zn2+], le taux d'hydrolyse et la durée de synthèse. Le taux 

d’hydrolyse et le ratio [MEA]/[Zn2+] se sont révélés être les paramètres optimaux pour faire 

varier la taille des nanoparticules de ZnO. La gamme de taille obtenue est de 22 nm à 66 nm. 

Ensuite, nous avons étudié la dispersion des nanoparticules dans des milieux aqueux, en mettant 

en avant le potentiel du polyacrylate de sodium (PAAS) comme agent dispersant efficace. 

Nous avons également observé une corrélation entre la taille des particules et leur efficacité 

antibactérienne et antifongique. La réduction de la taille des particules a entraîné une 

amélioration de leur activité antibactérienne, avec une augmentation de leur capacité à inhiber 

la croissance des bactéries. Cependant, bien que cette réduction de taille ait eu un impact positif 

sur leur activité antibactérienne. L'activité antifongique contre C. albicans est restée 

relativement moins prononcée 

Cependant, il est important de noter que malgré leur potentiel antimicrobien, les NPs de ZnO 

ont montré une certaine toxicité pour les cellules humaines, soulignant la nécessité de 

recherches futures sur leur sécurité et leur utilisation. 
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La contamination des surfaces hospitalières ou des dispositifs médicaux joue un rôle 

significatif dans la propagation des agents pathogènes et a été identifiée comme une voie de 

transmission probable [4]. Les analyses précédentes présentées au Chapitre 3 ont montré que, 

bien que les NPs de ZnO en suspension possèdent des propriétés antimicrobiennes, elles 

peuvent également avoir des effets néfastes sur les cellules de fibroblastes dermiques humaines. 

Il est bien documenté que le relargage des NPs entraîne leur bioaccumulation et présente une 

menace pour les organismes vivants [260-263]. Cette bioaccumulation peut survenir par 

inhalation, ingestion ou contact cutané.  

 Pour pallier ces risques, l’utilisation de surfaces antimicrobiennes contenant des NPs 

constitue une alternative prometteuse, à condition que les NPs ne se relarguent pas et conservent 

leurs propriétés antimicrobiennes. Dans le cadre de ce travail, deux stratégies sont alors 

explorées pour élaborer des surfaces antimicrobiennes à base de NPs de ZnO : l’élaboration de 

couches minces nanostructurées de ZnO et la formulation de peintures contenant des NPs de 

ZnO.  

 Dans une première partie de ce chapitre, nous nous intéressons à l’élaboration de couches 

minces de ZnO et à l’étude de l’influence des paramètres de synthèse, tels que la concentration 

et le type de solvant, sur la microstructure et la rugosité de surface. La deuxième partie explore 

l'impact de la microstructure sur l’activité antimicrobienne, tandis que la troisième partie est 

consacrée à l'analyse de l'activité antibactérienne d'une peinture formulée avec des NPs de ZnO.  

1. Elaboration de films minces nanostructurés de ZnO : Etude de l’influence des 

paramètres de synthèse sur la microstructure, la morphologie et la rugosité  des films 

 Certains auteurs ont montré l’influence de la concentration et du type de solvants sur les 

microstructures de films minces de ZnO, notamment au niveau de l’orientation préférentielle, 

la morphologie et la rugosité [264-266]. Dans cette première partie, nous nous concentrons, en 

nous appuyant sur la littérature, sur l’élaboration de films minces de ZnO nanostructurées 

présentant différentes microstructures et morphologies. Nous étudions l’influence des 

paramètres d’élaboration, tels que le type de solvant et la concentration en précurseur, afin 

d’obtenir des films aux caractéristiques microstructurales différentes. 

 Tout d’abord, la caractérisation des films par microscopie électronique à balayage (MEB) 

est présentée dans la section suivante.  
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1.1. Analyse par microscopie électronique à balayage (MEB)  

 La Figure 60 représente des images MEB de couches minces de ZnO. Sur la Figure 60-

a est présentée une image MEB de l’échantillon 0,25 M Propanol. L’image révèle des films 

homogènes composés de petits grains continus, avec la présence de quelques amas dispersés à 

la surface, identifiés comme des agglomérats de grande taille. L'épaisseur mesurée des films est 

de 93 nm. La Figure 60-b illustre une image MEB de films 0,25 M Butanol. Cette image montre 

des particules colonnaires de petite taille, à la surface rugueuse, orientées perpendiculairement 

au substrat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60 : Image MEB de couches minces de ZnO a) 0,4 M dans le propanol et b)  0,25 M 

butanol.  

 

 

a) 

b) 
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 Dans les sections suivantes, nous analyserons plus en détail la structure, la microstructure 

et la morphologie des films à l'aide de la DRX et de la microscopie à force atomique (AFM), 

en évaluant l'influence des paramètres d'élaboration sur leurs caractéristiques. 

1.2. Analyse structurale et microstructurale des films minces par diffraction des rayons 

X   

1.2.1. Influence de la concentration en précurseur  

 Dans cette section, nous examinons l'influence de la concentration du précurseur de zinc 

sur la structure cristalline des couches minces de ZnO. Cette étude a été menée avec trois 

solvants : éthanol, propanol et butanol. Les échantillons obtenus à partir du butanol n'ont pas 

montré une reproductibilité satisfaisante, probablement en raison de sa forte viscosité, qui 

entrave l'adhésion des solutions sur les substrats. Néanmoins, les résultats concernant l'effet de 

la concentration, avec le butanol comme solvant, sur la structure cristallographique sont 

présentés en Annexe 6, ceux sur la morphologie par AFM en Annexe 7, et ceux sur la rugosité 

en Annexe 8. Par conséquent, seuls les résultats obtenus avec le propanol et l'éthanol seront 

présentés en détail dans cette partie.  

a) Cas du propanol 

• Analyse de phase et texturation 

 La Figure 61 présente les diffractogrammes DRX d’échantillons élaborés à partir de 

différentes concentrations de précurseurs (0,1 M ; 0,25 M et 0,4 M) dans le propanol. On 

remarque des pics aux angles 2θ de 36°, 40°, 42°, 56°, 67°, 75° et 81°, correspondant 

respectivement aux plans réticulaires (100), (002), (101), (102), (110), (103) et (112) de la 

structure hexagonale du ZnO wurtzite, sans présence de phases secondaires, indiquant ainsi la 

formation d’un échantillon pure et bien cristallisé.  

On observe que tous les pics caractéristiques du ZnO Wurtzite ne sont pas présents dans 

l’échantillon élaboré à la concentration de 0,1 M, à l’exception du pic du plan (002), indiquant 

une orientation préférentielle/texturation potentielle le long de cet axe.  

L’apparition des autres pics a eu lieu lorsque la concentration du précurseur a été augmentée à 

0,25 M et 0,4 M, avec une augmentation de leur intensité proportionnelle à la concentration. 

Cette augmentation de l'intensité des pics est cohérente avec les observations rapportées dans 

la littérature [267-270]. Ce phénomène est probablement dû à une quantité de matière déposée 

de ZnO plus importante et donc à une densité du film plus importante. Malgré la présence des 

autres pics, le pic correspondant au plan réticulaire (002) est beaucoup plus intense par rapport 
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aux autres pics dans les deux échantillons, indiquant une croissance préférentielle le long de 

l’axe c. 

Les échantillons de couches minces provenant des trois différentes concentrations sont donc 

bien orientés préférentiellement le long de l'axe c. Cette organisation préférentielle des 

cristallites de ZnO le long de l'axe c (002) est potentiellement liée à sa plus faible énergie libre 

de surface [271].  

 

 

 

 

 

                                               

 

Figure 61 : Diffractogrammes RX de couches minces de ZnO en fonction de la concentration 

du précurseur de zinc dissout dans le propanol. 

 Le degré d’orientation des films est caractérisé par le coefficient de texture (CT) calculé 

à partir de la formule suivante tirée de [272] :  

TC
hkl= 

Imeas(hkl) I0(hkl)⁄

1 N ∑ Imeas(h′k′l′) I0(h′k′l′)⁄
h′h′l′

⁄

    (30) 

où 𝐼𝑚𝑒𝑎𝑠(ℎ𝑘𝑙) sont les intensités mesurées de chaque pic (hkl), 𝐼0(ℎ𝑘𝑙) est l'intensité relative 

théorique fournie par Crystallography Open Database (Ref 2300450), et N est le nombre de 

réflexions considérées. Dans notre cas, N = 7 pour les échantillons préparés dans 0,25 M et 0,4 

M car nous avons sélectionné les sept réflexions les plus intenses, à savoir les pics (100), (002), 

(101), (102), (110), (103) et (112). Ainsi, pour un échantillon extrêmement texturé, l'une des 

valeurs de TC(hkl) serait égale à 7 tandis que les autres seraient égales à 0. Exceptionnellement 

N=2 pour l’échantillon préparé dans 0,1 M car il ne présente que deux réflexions. Une CT 

supérieur à 1 indique une abondance de cristallites dans une direction donnée (hkl), tandis 

qu'une CT égal ou inférieur à 1 indique des cristaux orientés de manière aléatoire [273].  
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Les degrés d’orientation des plans des films sont représentés sur la Figure 62.  Pour les 

différentes concentrations, les valeurs des CT sont inférieures à 1 à l’exception de celles du plan 

(002), confirmant l’orientation préférentielle des films le long de cet axe. Le film élaboré avec 

la plus grande concentration présente un CT légèrement plus élevé le long de l’axe c, indiquant 

un degré d’orientation légèrement supérieur. Ces résultats suggèrent que la concentration en 

précurseur n’a pas d’impact significative sur la texturation des films sur l’axe c.  

 

Figure 62 : Coefficient de texturation des plans réticulaires des couches minces en fonction 

de la concentration du précurseur de zinc dissous dans le propanol. 

• Taille des cristallites constituant le film 

 Le Tableau 12 présente les paramètres de maille, la taille des grains et la microcontrainte 

des films en fonction de la concentration du précurseur dissous dans le propanol. L’affinement 

de Rietveld d’un échantillon obtenu à partir d'une solution colloïdale contenant 0,4 M de 

précurseur dissous dans le propanol est présenté à la Figure 63.   
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Tableau 12 : Résultats de l’analyse Rietveld de couches minces de ZnO en fonction de la 

concentration du précurseur dissous dans le propanol. 

Concentrations a (Å) c (Å) Taille (nm) μ-déformations Sig 

0,1 M 3,30 5,29 17 0,0112 7,17 

0,25 M 3,25 5,21 12 0,0035 6,75 

0,4 M 3,25 5,20 24 0,0082 7,29 

 

 

Figure 63: Affinement de Rietveld de l'échantillon issu d'une solution colloïdale de 

précurseur à 0,4 M de précurseur dissous dans le propanol. 

Nous observons des valeurs de Sigma nettement plus élevées que celles obtenues avec les 

poudres; néanmoins, les résultats restent exploitables. Cette moindre précision du modèle est 

attribuable à la faible quantité de matière présente sur les échantillons, ce qui a conduit à une 

collecte de données moins importante. De plus, la contribution significative du substrat, que 

nous avons tenté de minimiser au mieux, a également joué un rôle. Les paramètres de maille (a 

et c) restent stables et correspondent à ceux du ZnO de structure Wurtzite théorique, confirmant 

ainsi la formation d'une phase homogène de ZnO dans cette structure. La taille des grains est 

plus réduite pour l'échantillon préparé à partir d'une concentration de 0,25 M, mesurant 12 nm, 

en comparaison avec 17 nm et 24 nm pour les échantillons issus des concentrations de 0,1 M et 

0,4 M respectivement. Ce résultat concorde avec les observations de la Figure 62, où l'on note 
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une largeur à mi-hauteur des pics de diffraction plus importante pour l'échantillon préparé à 

partir de la concentration de 0,25 M. Ces résultats suggèrent l'existence d'une concentration 

optimale dans le propanol à laquelle la taille des grains est minimale. Cependant, pour valider 

cette hypothèse, des expériences supplémentaires sur d'autres concentrations seraient 

nécessaires, mais cela n'a pas pu être réalisé dans le délai imparti à ce travail de thèse. 

Le taux de microdéformation reste relativement faible pour tous les échantillons bien que les 

valeurs soient plus élevées que pour les poudres précédemment analysées.  

b) Cas de l’éthanol 

• Analyse de phase et texturation 

 La Figure 64 représente les diffractogrammes DRX de films de ZnO élaborés à 

différentes concentrations (0,1 M ; 0,25 M et 0,4 M) dans l’éthanol. Les pics observés sont 

caractéristiques du ZnO Wurtzite, comme expliqué précédemment. Aucune phase secondaire 

n’apparaît, indiquant la formation de  ZnO Wurtzite bien cristallisé monophasé. 

À une concentration de 0,1 M, seuls deux pics caractéristiques du ZnO Wurtzite sont présents 

aux angles 2θ de 36° et 67°, correspondant aux familles de plans réticulaires (002) et (103). 

Comme observé avec les films élaborés dans le propanol, le pic du plan (002) est le plus intense, 

indiquant une potentielle orientation préférentielle le long de cet axe. 

En augmentant la concentration à 0,25 M et 0,4 M, d’autres pics apparaissent et leur intensité 

augmente proportionnellement à la concentration, en accord avec les résultats précédents. Le 

pic de la famille de plans (002) reste le plus intense, suggérant comme précédemment une 

orientation préférentielle des films le long de ce plan. 

Ainsi, les trois échantillons de films minces élaborés à différentes concentrations montrent tous 

une orientation préférentielle le long de l’axe c, en accord avec les observations faites 

précédemment sur le propanol. Le degré d’orientation des cristallites dans le plan (002) 

augmente à la concentration de 0,25 M, puis diminue à la concentration de 0,4M.  
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Figure 64: Diffractorammes RX de couches minces de ZnO en fonction de la concentration 

du précurseur de zinc dissout dans l’éthanol. 

 Les valeurs des coefficients de texture ont été calculées conformément à la formule (1) et 

sont présentées sur la Figure 65. Le CT du plan (002) est supérieur à 1, confirmant l’orientation 

préférentielle des cristallites dans ce plan. Cette valeur augmente lorsque la concentration passe 

de 0,1 M à 0,25 M, puis diminue lorsque la concentration atteint 0,4 M. 

 

Figure 65: Coefficient de texturation des plans réticulaires des couches minces de ZnO en 

fonction de la concentration du précurseur de zinc dissout dans l’éthanol. 

Ces résultats concordent avec ceux de R. Amari et al. [274] qui ont observé que le CT 

du plan (002) augmentait avec la concentration de précurseur dissous dans l'éthanol, passant de 

0,3 M à 0,7 M, puis diminuait avec l’augmentation de la concentration en précurseur au-delà 

de 0,7 M. Znaidi et al. [275] ont montré que la fraction volumique de la composante fibre 
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<00.2> diminue à mesure que la concentration en précurseur dissous dans l'éthanol augmente, 

pour des concentrations de 0,25 M ; 0,50 M et 0,75M. Une autre tendance a été observée par 

Murugesan et al. [273] : ils ont trouvé que le CT diminuait lorsque la concentration en 

précurseur de zinc dissous dans l'éthanol augmentait de 0,025 M à 0,075 M, puis augmentait à 

nouveau lorsque la concentration atteignait 0,125 M. Aryanto et al. [276] ont trouvé que le CT 

augmentait avec la concentration en précurseur de zinc dissous dans l'éthanol, à des 

concentrations de 0,5 M, 0,75 M et 1 M. Bouderbala et al. [277] ont découvert que les films de 

ZnO, obtenus par la même méthode que celle décrite dans ce document, avec des concentrations 

variant de 0,1 à 0,5 M, ne présentent pas d'orientation préférentielle. Ainsi, l'influence de la 

concentration du précurseur sur le degré de texturation des films de ZnO n'est pas encore bien 

élucidée dans la littérature. Il semble néanmoins qu’il existe une concentration maximale à 

laquelle le phénomène de texturation est plus marqué. 

• Taille des cristallites constituant le film 

 Le Tableau 13 présente les paramètres de maille, la taille des grains et la microcontrainte 

des films en fonction de la concentration du précurseur dissous dans l’éthanol. L’affinement de 

Rietveld d’un échantillon obtenu à partir d'une solution colloïdale contenant 0,25 M de 

précurseur dissous dans l’éthanol est présenté à la Figure 66. 

Tableau 13 : Résultats de l’analyse Rietveld de couches minces de ZnO en fonction de la 

concentration du précurseur dissous dans l’éthanol.  

Concentrations a (Å) c (Å) Taille (nm) μ-déformations Sig 

0,1 M 3,333 5,259 22 0,0086 8,41 

0,25 M 3,291 5,279 17 0,0069 8,41 

0,4 M 3,248 5,206 20 0,0042 5,09 
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Figure 66: Affinement de Rietveld de l'échantillon issu d'une solution colloïdale de 

précurseur à 0,25 M de précurseur dissous dans l'éthanol. 

La qualité de l'affinement, en lien avec la valeur de Sigma, est également modérée pour les 

mêmes raisons évoquées précédemment, confirmant ainsi la formation de films de ZnO avec 

cette structure. Les paramètres de maille restent globalement constants et correspondent à ceux 

du ZnO Wurtzite. Les taux de microdéformations restent également relativement faibles. La 

taille des grains reste relativement stable autour de la vingtaine de nanomètre en fonction de la 

concentration du précurseur : 22 nm, 17 nm et 20 nm pour les échantillons préparés 

respectivement à partir des concentrations 0,1 M ; 0,25 M et 0,4 M.  Ces résultats suggèrent 

que la concentration en précurseur n'a pas d'impact notable sur les paramètres 

cristallographiques des films préparés à partir de l'éthanol ainsi que sur la taille des cristallites 

constituant le film.   
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1.2.2. Influence du type de solvant  

Dans cette partie, nous explorons l'influence du type de solvant sur la structure 

cristalline des couches minces de ZnO. Les solvants étudiés sont l’éthanol, le propanol et le 

butanol. 

• Analyse de phase et texturation 

Les diffractogrammes RX des échantillons préparés dans différents solvants (éthanol, propanol 

et butanol) sont présentés dans la Figure 67.  

Tous les pics visibles sont caractéristiques du ZnO wurtzite. On observe cependant des 

modifications des ratios d’intensité des pics importants d’un échantillon à l’autre en fonction 

du solvant. 

Le pic correspondant à la famille de plans (002) est le plus intense pour les échantillons 

provenant de l'éthanol et du propanol, indiquant une orientation préférentielle selon la direction 

perpendiculaire à cette famille de plan. Comparé à l'échantillon issu du propanol, celui 

provenant de l'éthanol montre une diminution des ratios d'intensités des pics de diffraction 

autres que celui du plan (002), ce qui entraîne une augmentation de la longueur de l'axe c. Cela 

suggère une texturation plus prononcée sur cet axe dans l'échantillon préparé avec l'éthanol par 

rapport à celui issu du propanol. 

Pour l'échantillon provenant du butanol, les ratios d'intensités des pics de diffraction sont plus 

faibles, avec un pic du plan (100) prédominant, suggérant une orientation préférentielle dans ce 

plan. La diminution des ratios d'intensités peut s'expliquer par la grande viscosité du butanol, 

qui réduit la quantité de matière déposée sur le substrat 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 67 : Diffractorammes RX de films minces en fonction du type de solvant.  
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L'analyse du CT (Figure 68) a révélé une orientation préférentielle du plan (002) dans 

les échantillons préparés avec l'éthanol et le propanol. Le CT du plan (002) est plus élevé pour 

l’échantillon provenant de l’éthanol que pour celui provenant du propanol, indiquant un degré 

d’orientation supérieur. Pour l’échantillon préparé avec le butanol, le plan ayant un CT 

supérieur à 1 est le (100), montrant une orientation préférentielle dans cette direction, bien que 

le degré d'orientation soit moindre car le CT est proche de 1.  

 

Figure 68 : Evolution du coefficient de texture en fonction du type de solvant. 

Des auteurs ont trouvé des résultats similaires, c'est-à-dire que la texturation des films 

de ZnO selon l'axe c augmentait lorsque la longueur de la chaîne carbonée des solvants 

diminuait [278-280]. Les différentes orientations cristallographiques sont probablement dues 

aux propriétés physiques du solvant telles que leur polarité et leur viscosité [280].  

• Taille des cristallites constituant le film 

 Le Tableau 14 présente les paramètres de maille, la taille des grains et le taux de 

microdéformation des films en fonction du type de solvant.   
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Tableau 14: Résultats de l’analyse Rietveld de couches minces de ZnO en fonction fonction 

du type d’alcool.  

Alcool a (Å) c (Å) Taille (nm) μ-déformations Sig 

Ethanol 3,29 5,28 17 0,0069 8,41 

Propanol 3,25 5,21 12 0,0035 6,75 

Butanol 3,24 5,20 19 0,0049 9,06 

 

La valeur du Sigma est modérée pour l’échantillon préparé à partir du butanol, confirmant ainsi 

la formation de ZnO de structure wurtzite. Les particules présentent une taille globalement 

uniforme, avec 17 nm pour l'éthanol, 12 nm pour le propanol, et 19 nm pour le butanol, ce qui 

suggère que les processus de nucléation et de croissance sont comparables d'un solvant à l'autre. 

 Des analyses complémentaires sur le Raman ont été réalisées sur les films et sont 

présentées en Annexe 9. La section suivante aborde l’influence des paramètres précédemment 

étudié (Concentration en précurseur et type de solvant) sur la morphologie des couches minces.  

1.3. Influence sur la morphologie et la rugosité 

Cette section aborde l'influence de la concentration du précurseur de zinc et du type de 

solvant sur la morphologie et la rugosité des films de ZnO. 

1.3.1. Influence de la concentration du précurseur  

a) Cas du propanol  

 Les images tridimensionnelles de microscopie à force atomique (AFM) de films de ZnO 

élaborés dans le propanol à différentes concentrations (0,1M ; 0,25M et 0,4M) sont présentées 

dans la Figure 69. Les films présentent une morphologie colonnaire. On y observe des 

particules en forme de cône plus ou moins large et pointu sur les trois échantillons. Les films 

préparés à partir de solutions de concentrations respectives de 0,1 M et 0,4 M présentent une 

structure homogène, avec des hauteurs maximales des grains de 20 nm et 14 nm, 

respectivement. En revanche, le film obtenu à 0,25 M se caractérise par des grains plus 

volumineux et la présence de creux, signalant une non-homogénéité du film, avec une hauteur 

maximale atteignant 43 nm. Le film issu de la solution à 0,4 M se distingue par une rugosité 

inférieure à celle du film à 0,1 M, en raison de la plus petite hauteur des grains et d'un nombre 

réduit de creux, indiquant ainsi une meilleure homogénéité. 
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Figure 69 : Image AFM de : a) 0,1 M Propanol ; b) 0,25 M Propanol et c) 0,4 M Propanol.  

a) 

b) 

c) 
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Les valeurs de rugosités calculées sont présentées dans le Tableau 15.  

Tableau 15: Effet de la concentration du précurseur de zinc sur la rugosité des films de ZnO 

préparés dans le propanol. 

Concentrations Ra (nm) Rq (nm) Rmax (nm) 

0,1 M 8,3 10,3 65,6 

0,25 M 12,3 15,6 129 

0,4 M 6,6 8,3 55,2 

 

On observe que la surface de l'échantillon déposé dans la solution de 0,4 M dans le 

propanol est la plus lisse, avec une rugosité (Ra) d'environ 6,55 nm. Pour l'échantillon déposé 

à 0,1 M dans le propanol, la rugosité de la surface est presque similaire à celle de l'échantillon 

déposé à 0,4 M dans le propanol, avec une rugosité de 8,28 nm. Cependant, lorsque la 

concentration du précurseur dans le propanol est de 0,25 M, la rugosité est augmentée de 

manière significative  

 

b) Cas de l’éthanol 

 Ci-contre (Figure 70) se trouvent les images par AFM de films de ZnO élaborés dans 

l’éthanol à différentes concentrations (0,1 M, 0,25 M et 0,4 M). Les grains croissent 

perpendiculairement au substrat et leur hauteur maximale augmente en fonction de la 

concentration : elle passe de 17 nm à 27 nm, puis à 50 nm, lorsque la concentration augmente 

respectivement de 0,1 M à 0,25 M, puis à 0,4 M. De plus, les irrégularités de hauteur entre les 

grains deviennent de plus en plus prononcées à mesure que la concentration en précurseur 

augmente, indiquant une augmentation de la rugosité.  
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Figure 70: Image AFM: a) 0,1 M Ethanol ; b) 0,25 M Ethanol et c) 0,4 M Ethanol. 
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Les valeurs des rugosités sont présentées sur le Tableau 16. 

Tableau 16: Effet de la concentration du précurseur de zinc sur la rugosité des films de ZnO 

préparés dans l’éthanol. 

Concentrations Ra (nm) Rq (nm) Rmax (nm) 

0,1 M 7,2 8,7 58,5 

0,25 M 6,9 8,7 62,9 

0,4 M 12,4 15,4 110 

 

La rugosité Ra diminue légèrement de 7,2 nm à 6,9 nm lorsque la concentration du précurseur 

augmente de 0,1 M à 0,25 M. Ensuite, elle augmente de manière significative pour atteindre 

12,4 nm à une concentration de 0,4 M. Cela montre que, bien qu'il y ait une réduction initiale 

de la rugosité à des concentrations plus faibles, la tendance générale est que la rugosité des 

films augmente avec l'augmentation de la concentration du précurseur. La rugosité observée 

dans cette étude pourrait être attribuée à l'augmentation de la taille des grains lorsque les films 

sont déposés à partir de solutions plus concentrées en soluté [281]. Concernant l'influence de la 

concentration sur la rugosité des films préparés à partir du propanol, aucune étude spécifique 

abordant cette question n'a été trouvée dans la littérature. Toutefois, la tendance observée 

suggère l'existence d'une concentration optimale pour atteindre une rugosité maximale. Des 

recherches supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre l'effet de la concentration 

sur la rugosité des films lorsque le propanol est utilisé comme solvant, afin d'élucider 

pleinement l'impact de ce paramètre. 

1.3.2. Influence du type de solvant  

 L'influence du type de solvant sur la microstructure des films de ZnO, analysée par AFM, 

est présentée dans la Figure 71.  

Les micrographies AFM des films minces révèlent une structure granulaire pour ceux déposés 

dans l'éthanol et le propanol. Cependant, dans le cas des films déposés dans le butanol, une 

morphologie totalement différente est observée avec une alternance de longue rangée de grains 

et de sillons, donnant une structure « ridée ». La structure de type ridé est probablement causée 

par la combinaison de la variation du coefficient de dilatation pendant le traitement pré- et post-

thermique, ainsi que la faible volatilité du solvant. Cela entraîne une compression du film 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/expansion-coefficient
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déposé pendant la période de séchage, conduisant à la formation de rides désordonnées [282]. 

La hauteur maximale des grains est respectivement de 27 nm, 43 nm et 47 nm pour les 

échantillons issus de l'éthanol, du propanol et du butanol, ce qui révèle une augmentation 

progressive de la rugosité de surface en corrélation avec la longueur croissante de la chaîne 

carbonée. 
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Figure 71: Image AFM de films provenant de : a) l’éthanol ; b) le propanol et c) le butanol. 

a) 

b) 

c) 
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Les valeurs des rugosités sont présentées sur le Tableau 17.  

Tableau 17: Effet du type de solvant sur la rugosité des films de ZnO. 

Solvant Ra (nm) Rq (nm) Rmax (nm) 

Ethanol 6,9 8,7 62,9 

Propanol 12,3 15,6 129 

Butanol 14,3 17,4 96,8 

 

La rugosité augmente de 6,9 nm à 12,3 nm, puis à 14,3 nm lorsque la longueur de la chaîne 

carbonée du solvant augmente, en passant de l'éthanol au propanol, puis au butanol, 

respectivement. L'augmentation de la rugosité avec la longueur de la chaîne carbonée du solvant 

peut être expliquée par la faible volatilité des solvants à chaînes carbonées plus longues. En 

effet, une évaporation plus lente favorise une répartition moins uniforme des grains, ce qui 

entraîne une surface plus rugueuse [283-284].  

1.4. Conclusion  

 Cette partie nous a permis de mettre en place un procédé de préparation des films minces 

de ZnO avec différentes microstructures et morphologies. Les analyses microstructurales 

complémentaires (MEB) ont confirmé la formation de films denses et continus avec des 

morphologies colonnaires. L’influence des concentrations et des solvants de synthèse a été 

étudiée. La concentration en précurseur de zinc n’a pas significativement influencé la structure 

cristalline des films préparés à partir du propanol le long de l’axe c. En revanche, pour les films 

préparés avec de l’éthanol, le coefficient de texture a initialement diminué à une concentration 

de 0,25 M, puis a augmenté à 0,4 M. L’analyse topographique de la surface a révélé qu’il existe 

une concentration optimale (0,25 M) à laquelle la rugosité des films préparés avec du propanol 

est la plus élevée. Concernant l’effet de la concentration sur les films préparés dans l’éthanol, 

la rugosité augmentait de manière linéaire avec la concentration, due à l’augmentation de la 

taille des grains polycristallins.  

L’étude sur l’influence du solvant a montré que la longueur de la chaîne carbonée et la volatilité 

des solvants impactaient l’orientation préférentielle des films de ZnO et la morphologie. En 

effet, les films provenant du solvant le moins volatile, le butanol, présentaient moins de 

texturation et était le plus rugueux. 
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 L’élaboration de couches minces présentant des caractéristiques différentes permettra 

d'examiner l'influence de la microstructure sur ces propriétés antibactériennes. Mais avant cela, 

une étude préliminaire a été réalisée pour valider une méthode d’évaluation de l’activité 

antimicrobienne des surfaces. 

2. Mise en place d’un protocole de mesure de l’activité antimicrobienne des surfaces  

L’élaboration d’une méthode fiable pour mesurer l’activité antimicrobienne des surfaces est 

essentielle afin d’assurer la reproductibilité des résultats. Dans les sections suivantes, nous 

examinons la reproductibilité des normes employées dans cette étude, en les adaptant aux 

conditions expérimentales spécifiques du laboratoire. Cette démarche permet d’établir une 

méthodologie robuste et appropriée pour évaluer l’activité antimicrobienne des matériaux 

élaborés dans le cadre de cette recherche. 

2.1. Validation de la norme ISO 7581 : 2023 

 Les résultats concernant la norme ISO 7581 : 2023 sont présentés dans le Tableau 18. 

On observe une réduction de la concentration bactérienne entre celle de l’inoculum déposé sur 

les lames et celle dénombrée sur les lames à l’instant T0 après séchage (environ 3 minutes), 

indiquant une perte de bactéries lors du dépôt sur les lames. Cependant, la concentration après 

1 heure (T1) est supérieure ou égale à la concentration à l’instant initiale (T0), ce qui indique un 

bon décrochage des bactéries et une bonne viabilité. De ces observations, nous concluons que 

la méthode de décrochage des bactéries décrite par la norme ISO 7581 :2023 a été validée. 

Néanmoins, quelques ajustements sur le volume à déposer deviennent nécessaires pour éviter 

les fuites. 

Tableau 18: Évaluation de la concentration bactérienne en Log10 UFC/mL selon la norme ISO 

7581 :2023. 

Microorganismes E.coli S.aureus 

Concentration de l’inoculum 4,91 5,18 

Concentration à T0 3,90 3,59 

Concentration à T1 3,98 4,21 
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2.2. Méthode Validation de la méthode des lames gélosées 

 Les résultats obtenus pour les lames gélosées sont présentés dans le Tableau 19. Une 

diminution de la concentration des bactéries est observée entre l’inoculum et la concentration 

sur les lames à T0. Les concentrations entre T0 et T1 restent inchangées, ce qui confirme les 

observations faites précédemment avec la norme ISO 7581:2023. 

Tableau 19: Évaluation de la concentration bactérienne en Log10 UFC/mL selon la méthode 

des lames gélosées. 

Microorganismes E.coli S.aureus 

Concentration de l’inoculum 5 

Nombre de colonies à T0 / 

Concentration  

 

35 

3 < C0 ≤ 4 

22 

3 < C0 ≤ 4 

Nombre de colonies à T1 / 

Concentration  

42 

3 < C0 ≤ 4 

32 

< C0 ≤ 4 

 

2.3.  Validation de la norme ISO 22196 :2011 

 La norme ISO 22196:2011 a été appliquée à E. coli et S. aureus avec quelques légères 

modifications, en particulier en modifiant la surface (10 cm2) et le volume de la suspension 

bactérienne à inoculer (0,1 mL). La concentration de bactéries déposées sur les lames à T0 était 

légèrement inférieure à la concentration théoriquement calculée sur la base des données 

expérimentales de l'inoculum, indiquant une perte de volume lors du recouvrement du film de 

couverture. Après 24 heures d'incubation, la totalité de la suspension de départ de S. aureus a 

été récupérés, mais la récupération des E.coli était encore insuffisante (Voir Tableau 20).   
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Tableau 20: Évaluation de la concentration bactérienne en Log10 UFC/cm2 selon la norme 

ISO 22196 :2011. 

Microorganismes E. coli S. aureus 

Concentration de l’inoculum 5,82 4,98 

Concentration à T0 4,78 ± 0,38 4,00 ± 0,11 

Concentration à T24 0,40 ± 0,159 4,13± 0,44 

( 𝑻𝟐𝟒
𝑻𝟎⁄ ) ∗ 𝟏𝟎𝟎 (%) 8,31 100 

 

Afin d'optimiser le taux de récupération des E. coli, deux tests ont été réalisés : l'un impliquant 

l’agitation au vortex du mélange échantillon-surfactant, et l'autre utilisant des billes de 1 mm 

lors de l’agitation au vortex du même mélange. 

Les résultats présentés dans le Tableau 21 montrent une amélioration du taux de décrochage 

des bactéries E. coli en utilisant une méthode combinée d’une agitation au vortex, de billes et 

de surfactant, conformément à la norme ISO 22 196:2011. L'agitation mécanique générée par 

l’agitation au vortex crée des forces de cisaillement, facilitant le détachement des bactéries des 

surfaces. Les billes renforcent cet effet en agissant comme des abrasifs qui frottent les bactéries, 

aidant à leur détachement mécanique. En outre, l'utilisation d'un surfactant tel que l'Eugon LT 

Sup intercale des molécules amphiphiles entre les bactéries et la surface, réduisant les forces 

d'adhésion et facilitant ainsi leur décrochement.  
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Tableau 21: Amélioration du taux de récupération des bactéries E.coli par agitation mécanique. 

Microorganismes E. coli 

Concentration de l’inoculum 7,33 

Méthode Vortex Vortex + Billes 

Concentration à T0 6,71 ± 0,52 

Concentration à T24 5,26 ± 0,63 5,53 ± 0,02 

( 𝑻𝟐𝟒
𝑻𝟎⁄ ) ∗ 𝟏𝟎𝟎 (%) 78,32 84,41 

 

Cette nouvelle méthode de décrochage est validée pour les 3 autres microorganismes qui feront 

également l’objet d’étude sur les films de ZnO. Les résultats présentés dans le Tableau 22 

montrent un bon taux de décrochage des microorganismes S. aureus, P. aeruginosa et C. 

albicans, ainsi qu'une augmentation des concentrations après 24 heures, indiquant une 

multiplication des microorganismes, surtout pour P. aeruginosa. Les bactéries P. aeruginosa 

sont connues pour leur capacité à se développer facilement même dans des environnements 

hostiles, notamment dans des zones à haute humidité. 

Tableau 22: Validation d'une nouvelle méthode de décrochage de germes conforme à la norme 

ISO pour S. aureus ; P. aeruginosa et C. albicans. 

Microorganismes S.aureus P.aeruginosa C.albicans 

Concentration de 

l’inoculum 

6,31 6,25 

 

5,78 

 

Concentration à T0 4,90 ± 0,15 5,63 ± 0,04 4,91 ± 0,07 

Concentration à T24 5,04 ± 0,16 7,16 ± 0,11 4,75 ± 0,15 

( 𝑻𝟐𝟒
𝑻𝟎⁄ ) ∗ 𝟏𝟎𝟎 

(%) 

103 % 

 

127 % 

 

%  
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 La Figure 72 récapitule le protocole établi.  

 

 

Figure 72: Schéma synoptique du protocole de mesure de l'activité antimicrobienne des 

surfaces, basé sur la méthode développée dans ce travail et inspirée de la norme ISO 

22196:2011. 

La section suivante examine la lixiviation des nanoparticules de ZnO dans les conditions 

expérimentales spécifiques, ainsi que la validation de leur neutralisation. 

2.4. Analyse de la lixiviation des nanoparticules de ZnO et validation de leur 

neutralisation 

a) Estimation de la concentration en ions Zn2+ dans une solution d’Eugon LT Sup agité au 

vortex en présence de films minces de ZnO et de billes 

 Dans cette section, nous analysons la lixiviation des NPs des films dans une solution 

d’Eugon LT Sup après avoir été agités au vortex en présence de billes, conformément à la 

nouvelle méthode de décrochage établie sur la base de la norme ISO 22196:2011. 

L'analyse par ICP d'une solution d'Eugon LT Sup, après avoir agité au vortex un film de 

ZnO en présence de billes, a révélé une concentration de Zn²⁺ de 25 ppm (Tableau 23). Le 

relargage des NPs de ZnO peut être expliquée par le traitement physique auquel les films sont 

soumis, ce qui peut décrocher les NPs et les remettre en suspension.  
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Tableau 23: Analyse élémentaire et quantitative par ICP d’une solution d’Eugon LT Sup après 

avoir été soumis au vortex en présences de billes et de films de ZnO. 

Eléments Concentrations CV 

Zn2138 25,10 ± 0,09 ppm 0,3776 

CV : Coefficient de variation. 

 Bien que cette concentration soit relativement faible, la neutralisation de leur activité 

antimicrobienne reste à valider, et fait l'objet de la section suivante. 

b) Validation de la neutralisation de l’activité antibactérienne des nanoparticules par 

l’Eugon LT Sup 

 La concentration des S. aureus reste inchangée avant et après le contact avec la solution 

d'Eugon contenant les ions de zinc, ce qui suggère soit une efficacité de l'Eugon LT Sup à 

neutraliser l'activité antimicrobienne des NPs lixiviées, soit une concentration insuffisante pour 

inhiber les bactéries (Tableau 24). Ce résultat indique également que les données obtenues à 

partir de la méthode établie précédemment refléteront uniquement l'activité antimicrobienne 

des films de ZnO lorsque ceux-ci étaient en contact avec les bactéries pendant 24 heures à une 

humidité supérieure à 90% à 35°C. 

Tableau 24: Validation de la neutralisation des nanoparticules de ZnO lixiviées par l'Eugon LT 

Sup. 

Echantillons Concentrations 

Témoin 5,88 Log10 UFC/mL 

Li moyen 5,70 ± 0,01 Log10 UFC/mL 

 

2.5. Conclusion 

 La validation d’une méthode de mesure de l’activité antimicrobienne des films est 

cruciale pour établir des conditions de test qui soient à la fois représentatives et reproductibles, 

garantissant ainsi la fiabilité des résultats obtenus. Cette étude a exploré l’application des 

normes ISO 7581:2023 et ISO 22196:2011 ainsi qu’une méthode semi-quantitative pour 

évaluer l’activité antimicrobienne de surfaces non poreuses en verre. 
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La norme ISO 7581:2023 et la méthode des lames gélosées ont démontré leur efficacité à 

décrocher les microorganismes des surfaces en verre. Quant à la norme ISO 22196:2011, elle a 

été adaptée et optimisée pour assurer un bon taux de décrochage des microorganismes, en 

particulier en combinant des procédés mécaniques et chimiques, incluant l’agitation au vortex 

en présence de billes de 1 mm dans l’Eugon LT Sup. Cette approche a permis de détacher 

intégralement les microorganismes des surfaces de verre. 

L’analyse préliminaire par ICP a montré une faible concentration de Zn²⁺ dans la solution 

d’Eugon LT Sup après l’agitation au vortex des films de ZnO, suggérant une lixiviation des 

NPs. Toutefois, il a été confirmé que l'activité antimicrobienne des NPs était neutralisée. 

 Dans la suite de ce travail, nous appliquerons la méthode de la norme ISO 22196:2011 

dans des conditions d'humidité relative > 90%, utilisant une agitation mécanique au vortex en 

présence de 10 g billes de 1 mm dans l’Eugon LT Sup, non seulement parce qu'elle est 

couramment utilisée par les fournisseurs d'équipements de soins de santé, mais aussi parce 

qu'elle permet une période de contact prolongée entre les microorganismes et les NPs, 

favorisant ainsi l'observation de l'effet antimicrobien à long terme. 

 La norme ISO 22196:2011 utilisant des conditions d’exposition en condition d’humidité 

pourrait ne pas prédire de manière efficace l'efficacité des surfaces antimicrobiennes, car elle 

ne reflète pas fidèlement la réalité. Elle nécessite l'utilisation de conditions de test maintenant 

des quantités importantes de liquide pour permettre la diffusion des composés antimicrobiens, 

ainsi que des températures pouvant atteindre 37°C [207, 285]. Cependant, malgré ces 

limitations, les résultats des tests conformes aux normes ASTME 2180 et ISO 22196 sont 

souvent utilisés par les fournisseurs d'équipements de soins de santé tel que le cathéter pour 

affirmer une activité antimicrobienne.   

3. Etude de l’activité antimicrobienne de couches minces de ZnO : Effet de la 

microstructure des couches sur leur propriété antimicrobienne 

 La littérature existante a montré l’influence des paramètres tels que le taux de dopage 

[286-288], la concentration de précurseur [289], le ratio Zn/O [290], la morphologie et la taille 

des NPs des films minces de ZnO [291] sur leur activité antibactérienne. Certains auteurs 

suggèrent que les nanoplaques triangulaires ont la plus forte activité biocide, tandis que d’autres 

suggèrent que les NPs cubiques sont les plus efficaces en raison des plans réticulaires/facettes 

exposés [292]. De nombreuses études ont démontré qu'une forte croissance préférentielle des 

nanocristaux de ZnO le long de l'axe c (002) améliore leurs propriétés finales [293- 295]. Une 
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orientation plus élevée du pic de l'axe c (002) indique la minimisation des contraintes internes 

et de l'énergie de surface libre des films, ainsi qu'un empilement atomique dense [295]. 

Cependant, il y a peu de rapports qui se concentrent sur l’influence de la microstructure des 

films minces de ZnO sur leurs performances antimicrobiennes. La structure de surface 

détermine la zone de contact et la force d’adhérence entre la cellule bactérienne et la surface 

[296]. Les caractéristiques telles que l’hydrophobie [297], le potentiel et la charge [298], le 

motif [299] et la rugosité [300-301] ont démontré un impact sur l’adhésion des 

microorganismes. Yoda et al. [302] ont constaté que l’adhésion des S. aureus était plus 

importante sur les surfaces grossières que sur les surfaces fines. Silva et al. ont montré que la 

rugosité est le principal facteur déterminant l'adhésion bactérienne [303]. En général, les 

surfaces présentant une mouillabilité modérée sont plus aptes à fixer les bactéries ou les cellules 

que les surfaces extrêmement hydrophobes ou hydrophiles [304]. Li et al. [305] ont étudié 

l'adhésion de bactéries sur des surfaces en oxyde métallique. Ils ont montré que l'adhésion des 

bactéries est plus forte sur les surfaces les plus hydrophobes et augmente avec la force ionique.  

 De telles caractéristiques sur les films de ZnO, en plus de l'activité antimicrobienne 

intrinsèque du ZnO, pourraient améliorer leur activité antimicrobienne. C'est dans ce cadre que 

l'étude de l'influence de la microstructure des films de ZnO sur leur activité antimicrobienne 

sera présentée.  

3.1. Influence sur l’activité antibactérienne 

 Les paramètres de synthèse des couches minces de ZnO étudiées sur les bactéries ainsi 

que leur rugosité sont récapitulés dans le Tableau 25. 

Tableau 25: Caractéristiques des couches minces de ZnO sélectionnées dans le cadre de l’étude 

des propriétés antibactérienne 

Solvants Concentration Ra (nm) 

Propanol 0,1 M 8,3 

0,25 M 12,3 

0,4 M 6,6 

Butanol 0,25 M 14,3 

Ethanol 0,25 M 6,9 
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 La Figure 73 représente des images de boîtes gélosées où les échantillons ont été 

ensemencés après avoir été en contact avec les bactéries. 

 

Figure 73: Activité antibactérienne de films minces de ZnO : a) 0,1 M Propanol ; b) 0,25 M 

Propanol ; c) 0,25 M Ethanol ; d) 0,25 M Butanol et e) 0,4 M Propanol. 

L'absence de colonies de E. coli, S. aureus, et P. aeruginosa sur les boîtes des échantillons a) 

0,1 M Propanol ; b) 0,25 M Propanol ; c) 0,25 M Ethanol et d) 0,25 M Butanol indique que la 

croissance de ces bactéries a été complètement inhibée.  

Une observation similaire a été faite pour l'échantillon e) 0,4 M Propanol concernant E. coli, où 

les bactéries ont également été inhibées. En revanche, la présence de colonies de S. aureus et 

P. aeruginosa sur les échantillons indique un effet inhibiteur moins prononcé. Toutefois, cet 

effet reste significatif, car le nombre de colonies de S. aureus et P. raeruginosa sur les 

échantillons est inférieur à celui observé sur les témoins positifs. 

L'activité antibactérienne des films est calculée et présentée dans le Tableau 26.  
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Tableau 26: Activité antibactérienne (R) de films minces de ZnO  en Log10 UFC/cm2. 

 

L’activité antibactérienne de tous les échantillons contre E. coli est inférieure à 0.1 Log10 

UFC/cm2, signifiant une inhibition de la croissance bactérienne. Des résultats similaires sont 

observés pour les deux autres bactéries, à l'exception de l'échantillon provenant de 0,4 M de 

propanol, qui a montré une activité antibactérienne de 4,09 Log10 UFC/cm2 et 4,61 Log10 

UFC/cm2 sur S. aureus et P. aeruginosa, respectivement. Les échantillons préparés avec 0,4 M 

de propanol et 0,25 M d'éthanol présentent des rugosités similaires, évaluées respectivement à 

6,6 nm et 6,9 nm. Cette observation suggère que la rugosité n’est pas le seul paramètre 

influençant l’efficacité antimicrobienne des films. En effet, la rugosité moyenne (Ra) 

correspond à la moyenne arithmétique des écarts absolus par rapport à la ligne médiane du 

profil et ne permet pas de différencier les pics des vallées. Par conséquent, d'autres facteurs, 

tels que la texturation de la surface et la morphologie des microorganismes, peuvent jouer un 

rôle significatif dans l’activité antimicrobienne des films. 

L’analyse des Figure 70-b et Figure 69-c, représentant les images AFM des échantillons à 0,4 

M de propanol et 0,25 M d'éthanol, révèle que la surface de l’échantillon à 0,25 M d’éthanol 

est globalement moins lisse. Cette surface présente un plus grand nombre de points de contact 

entre les microorganismes et les films minces, ce qui favorise l’adhésion des microorganismes 

et, en conséquence, améliore l’activité biocide des films. 

 La section suivante aborde de l’influence de la microstructure des films sur leur activité 

antifongique.   

Bactéries Témoin (Ut) 
0,1 M 

Propanol 

0,25 M 

Propanol 

0,25 M 

Ethanol 

0,25 M 

Butanol 

0,4 M 

Propanol 

E. coli 6,63 ± 0,10 < 0,1 

S. aureus 5,84 ± 0,16 < 0,1 4,09 

P. aeruginosa 6,25 ± 0,24 < 0,1 4,61 
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3.2. Influence sur l’activité antifongique contre Candida albicans 

 Les paramètres de synthèse des couches minces de ZnO étudiées sur C. albicans sont 

récapitulés dans le Tableau 27. 

Tableau 27: Conditions de synthèse et rugosité des échantillons de couches minces étudiées 

sur le C. albicans.  

Solvant Concentration Nomenclature Ra (nm) 

 

Propanol 

0,1 M 0,1 M Propanol 8,28 

0,25 M 0,25 M Propanol 12,3 

0,4 M 0,4 M Propanol 6,55 

 

 La Figure 74 montre des boîtes de Pétri contenant des milieux gélosés, dans lesquelles ont été 

ensemencées des solutions issues du vortex du mélange échantillon + Eugon LT Sup après la 

période de contact. Le nombre de colonies de Candida albicans présentes sur les boîtes varie 

considérablement en fonction des échantillons. L'échantillon 0,25 M Propanol présente le plus 

faible nombre de colonies, indiquant un meilleur effet inhibiteur contre C. albicans. Il existe 

une corrélation observable entre la rugosité des films et leur effet inhibiteur contre C. albicans. 

En effet, après l'échantillon à 0,25 M, l'échantillon à 0,1 M présente moins de colonies que 

l'échantillon à 0,4 M, suggérant que la rugosité influence l'effet inhibiteur des films. 

 

 

 

 

 

 

Figure 74: Activité antifongique de films minces de ZnO contre C. albicans : a) 0,1 M 

Propanol ; b) 0,25 M Propanol et c) 0,4 M Propanol. 

b) 
a) 

c) 
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 Le Tableau 28 met en évidence l’activité antifongique des films de ZnO C. albicans. 

L’activité antifongique est plus élevée (R=0,72 Log10 UFC/cm2) pour l’échantillon à  

0,25 M Propanol présentant la rugosité la plus élevée, ce qui confirme les résultats énoncés 

précédemment. Selon la réglementation sur l’effet antimicrobien des surfaces, une surface a un 

effet antimicrobien à partir d’une réduction logarithmique d’au moins 0,5 Log10 UFC/cm². Dans 

ce contexte, les échantillons à 0,1 M Propanol et 0,4 M Propanol pourraient être considérés 

comme n'ayant pas d'effet significatif sur C. albicans. Cependant, l’activité antifongique de 

l’échantillon à 0,1 M Propanol (avec une réduction R= 0,41 Log10 UFC/cm²) est supérieure à 

celle de l’échantillon à 0,4 M Propanol (R = 0,22 Log10 UFC/cm²). Cela confirme que l'effet 

inhibiteur s'améliore avec l'augmentation de la rugosité des films, bien que ces échantillons 

n'atteignent pas le seuil requis pour être classés comme antimicrobiens. 

Tableau 28: Activité antifongique de films minces de ZnO  en Log10 UFC/cm2. 

Microorganisme Témoin (Ut) 0,1 M 

Propanol 

0,25 M 

Propanol 

0,4 M 

Propanol 

C. albicans 4,37  ± 0,26 0,41 0,72 0,22 

 

3.3. Synthèse et analyse des résultats 

 Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que l'activité antimicrobienne des films 

de ZnO variait selon leur microstructure. 

L’amélioration de l’inhibition des films dans cette étude peut s’expliquer par la différence de 

leur rugosité, leur texture et de leur morphologie. De plus, l’interaction entre les 

microorganismes et les surfaces à motifs dépend de la géométrie, de la taille et de la hauteur de 

la surface à motifs [296].  

La  Figure 75 illustre les différents mécanismes antibactériens des surfaces, sans se limiter 

qu’aux bactéries, en fonction de la taille des motifs.  

 

Figure 75: L’efficacité antibactérienne et la taille des différents motifs de surface [296]. 
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Selon Yang et al. [296], il existe trois (3) mécanismes antibactériens: 

• Capacité bactéricide : Les structures, extrêmement petites et fines, percent ou déforment les 

membranes bactériennes, entraînant ainsi leur destruction physique. 

• Aptitude à l’anti-adhésion bactérienne : La taille des motifs avoisine 1 μm. Leur surface 

rend difficile l'accrochage des bactéries, les forçant à glisser sans pouvoir se fixer, conférant 

ainsi des propriétés anti-adhésives. 

• Piégeage des bactéries dans les vallées : Les motifs sont plus larges. Ils réduisent la capacité 

des bactéries à former des colonies en les piégeant dans des dépressions ou creux.  

Bohinc et al. [306] ont étudié différents niveaux de rugosité (0,07 μm, 0,58 μm, 0,99 μm, 2,5 

μm et 5,8 μm) et ont observé que le taux d’adhésion d’E. coli, de P. aeruginosa et de S. aureus 

augmentait proportionnellement à la rugosité de la surface. Une rugosité élevée augmente la 

surface de contact entre les microorganismes et les films de ZnO, augmentant ainsi la 

probabilité que les NPs interagissent avec les cellules et les tuent. Des films minces présentant 

des rugosités similaires ont démontré des activités antibactériennes distinctes 

contre P.aeruginosa et S.aureus. Cette différence peut probablement être attribuée à un plus 

grand nombre de points de contact présents sur le film ayant montré une efficacité 

supérieure. Enfin, la rugosité élevée (Ra= 12,3 nm) de l'échantillon à 0,25 M Propanol a permis 

d'améliorer l'effet inhibiteur des films de ZnO contre C. albicans. 

3.4. Conclusion 

 Dans cette étude, nous avons exploré la corrélation entre les propriétés structurales des 

films de ZnO et leur activité antimicrobienne. Nous avons mis en évidence l’impact de la 

rugosité des films sur l’augmentation de leur activité antimicrobienne.  Des films présentant 

une rugosité de 6,9 à 14,3 nm ont inhibé les bactéries E. coli, P. aeruginosa, et S. aureus. Une 

réduction notable (R= 0,72 Log10 UFC/cm²) des cellules de Candida a été observée sur 

l’échantillon de ZnO présentant la plus grande rugosité (Ra = 12,3 nm), soulignant ainsi 

l’importance de ce paramètre. 

Ainsi, les nanotopographies à motif créent une surface physiquement hostile pour les bactéries, 

tuant les cellules par des dommages biomécaniques [292]. Les résultats observés ouvrent la 

voie vers la conception de surfaces ultrabiocides et durables à base de NPs.  

La section suivante examine l'activité antibactérienne des films d’une peinture formulée 

avec des poudres de NPs de ZnO. 
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4. Activité antibactérienne de la peinture formulée avec les nanoparticules de ZnO  

 Cette partie explore l’activité antibactérienne d’une peinture à base d’eau formulée avec 

des NPs de ZnO de 22 nm (Voire Chapitre 3).  

 La  Figure 76 représente un film de peinture sur lequel a été déposée une suspension de 

bactéries, ensuite recouvert d'un film en polypropylène. La concentration de NPs sur le film est 

estimée à 123 µg/cm² en supposant que la peinture a été dispersée de manière homogène. 

 

Figure 76: Film de peinture formulée avec des nanoparticules de ZnO. 

La Figure 77 illustre l’effet antibactérien de la peinture formulée avec des NPs. En comparaison 

avec les témoins, les géloses contenant la peinture formulée avec les NPs ne montrent pas de 

colonies de S. aureus ni d’E.coli, ce qui illustre l’effet inhibiteur de la peinture contre ces 

bactéries (Figure 77-a et b).  

Le nombre de colonies sur des plaques de gélose ensemencées avec des échantillons dilués à 

10-4 a été comparé au témoin pour mieux observer l'activité des NPs dans la peinture sur P. 

aeruginosa. La boîte de gélose contenant l’échantillon (Figure 77-c) présente moins de 

colonies comparées au témoin, mettant en évidence un effet des NPs contre P. aeruginosa. 

Cependant, cet effet reste insuffisant, comme le montre le Tableau 19 où l'activité 

antibactérienne est inférieure à 0,5 Log10 UFC/cm2.  
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Figure 77: Effet antibactérien d'une peinture formulée avec des nanoparticules de ZnO contre 

a) S. aureus ; b) E. coli et c) P. aeruginosa.  
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L’activité antibactérienne de la peinture est calculée et présentée sur le Tableau 29.  

Tableau 29: Activité antibactérienne d'une peinture formulée avec de nanoparticules de ZnO. 

Type de bactéries Témoins (Ut) R 

S. aureus 4,55 ± 0,32 Log10 UFC/cm2 4,55 Log10 UFC/cm2 

E. coli 3.90 ± 0,02 Log10 UFC/cm2 3,90 Log10 UFC/cm2 

P. aeruginosa 6.41 ± 0,11 Log10 UFC/cm2 0,23 Log10 UFC/cm2 

 

L'activité antibactérienne est plus élevée contre S. aureus, suivie par E. coli, tandis qu’aucun 

effet inhibiteur n’a été observé sur P. aeruginosa. Ces résultats sont cohérents avec les 

observations précédentes. La différence de sensibilité des bactéries vis-à-vis de la peinture 

s'explique par la variation de leur structure pariétale, notamment au niveau de la paroi, ainsi 

que par des différences génétiques entre ces espèces bactériennes. En effet, S. aureus, étant une 

bactérie à Gram positif, possède une paroi cellulaire plus facilement perméable que celle d’E. 

coli, une bactérie à Gram négatif. De plus, P. aeruginosa a un génome plus large que les deux 

autres bactéries, ce qui contribue à sa plus grande résistance. 

4.1.Conclusion 

 Les résultats obtenus sur cette partie ont montré le potentiel antibactérien de films de 

peinture contenant 123µg/cm2 de NPs de ZnO. L’activité antibactérienne des NPs immobilisées 

sur les films de peintures a démontré une efficacité contre S. aureus et E. coli, tandis qu'elle 

s'est révélée moins efficace contre P. aeruginosa. 

Des études futures devraient explorer des stratégies pour augmenter le pourcentage massique 

de NPs de ZnO dans la peinture tout en respectant les réglementations sur les biocides, ainsi 

que pour optimiser les caractéristiques des NPs afin d'améliorer encore leur efficacité 

antibactérienne contre cette bactérie. 

Une augmentation du pourcentage massique permettrait d'améliorer l'activité antibactérienne 

contre P. aeruginosa. Néanmoins, cette expérimentation n'a pas été réalisée en raison de la 

quantité limitée de NPs produites par le procédé mis en place. Une étude de scale-up est 

nécessaire pour y parvenir, en tenant compte de la concentration maximale d'additif biocide 

réglementée. Une autre alternative serait de réduire la taille des NPs et de modifier leurs 
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caractéristiques structurales, comme leur morphologie, afin d'améliorer leur activité contre P. 

aeruginosa à un pourcentage massique identique ou à des concentrations plus faibles. 

5. Conclusion générale  

 Ce travail a permis de mettre en place un procédé pour la préparation de films minces de 

ZnO avec différentes microstructures, influencées par les concentrations de précurseur et les 

types de solvants de synthèse. Les films de ZnO ont montré une augmentation du degré 

d’orientation préférentielle le long de l'axe c avec l'augmentation de la concentration en 

précurseur de zinc dans le propanol. Une rugosité optimale a été obtenue à une concentration 

de 0,25 M dans ce même solvant. Un impact du type de solvant sur la morphologie des films 

ainsi que sur leur rugosité a été observé : les films de butanol présentaient une plus grande 

rugosité.  

La validation des méthodes d'évaluation de l'activité antimicrobienne des films est cruciale pour 

garantir la fiabilité des résultats obtenus. L'utilisation des normes ISO 7581:2024 et ISO 

22196:2011, ainsi qu'une méthode semi-quantitative adaptée, a permis de démontrer l'efficacité 

de ces techniques pour évaluer l'activité antimicrobienne des surfaces non poreuses en verre. 

La norme ISO 22196:2011 adaptée est particulièrement intéressante pour évaluer l'activité 

antimicrobienne en raison de la période prolongée de contact qu’elle permet entre les 

échantillons et les microorganismes. 

L’étude sur l’influence de la microstructure des films de ZnO sur les propriétés antibactériennes 

a révélé une amélioration de l’effet antimicrobien des films avec l’augmentation des 

irrégularités de surface, augmentant ainsi la surface de contact entre les NPs et les 

microorganismes. 

En ce qui concerne l'activité antibactérienne des films de peinture formulée avec des 

nanoparticules de ZnO, il a été observé que ces dernières présentaient un effet inhibiteur sur S. 

aureus et E. coli. L'immobilisation des NPs sur les films a nettement amélioré leur efficacité 

contre S. aureus, E. coli et P. aeruginosa par rapport aux NPs en suspension présenté en 

Chapitre 3 de ce document. Cependant, l'activité contre P. aeruginosa nécessite des 

améliorations, ce qui suggère des études futures visant à optimiser le pourcentage massique de 

NPs dans la peinture et à ajuster les caractéristiques des NPs pour renforcer leur efficacité 

antibactérienne contre cette bactérie. 
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Conclusion générale 

 

Cette thèse s'inscrit dans le cadre de la lutte contre les infections nosocomiales en 

adoptant une approche préventive basée sur l'utilisation de NPs de ZnO comme agents 

antimicrobiens. Les objectifs principaux étaient d'étudier l'influence de la taille des NPs sur leur 

activité antibactérienne et antifongique, d'évaluer leur innocuité, de synthétiser des couches 

minces de ZnO aux propriétés antimicrobiennes et d'explorer leur application dans des 

revêtements antimicrobiens, notamment dans des peintures.  

Dans un premier temps, l'optimisation des paramètres de synthèse des NPs et la 

préparation de dispersions stables ont été réalisées pour étudier l'influence de la taille des NPs 

sur leur activité antibactérienne. L'effet de la taille des NPs sur la CMI, la CMB et la cinétique 

de croissance bactérienne a ensuite été évalué. 

Parmi les paramètres influençant la taille des NPs, le taux d'hydrolyse [H2O]/[Zn²⁺] et 

le ratio [MEA]/[Zn²⁺] ont été identifiés comme ayant un effet significatif, avec des tailles variant 

de 22 nm à 69 nm. Des dispersions stables ont été obtenues en utilisant du polyacrylate de 

sodium (PAAS) comme agent dispersant.  

L'effet antibactérien de trois tailles de NPs de ZnO (22 nm, 35 nm et 66 nm) a été étudié contre 

E. coli, P. aeruginosa et S. aureus. Globalement, l'activité antibactérienne augmentait à mesure 

que la taille des NPs diminuait. Les CMB étaient respectivement de 0,5 mg/mL, 0,6 mg/mL et 

1,05 mg/mL pour des nanoparticules de 22 nm, 35 nm et 66 nm contre E. coli. Concernant P. 

aeruginosa, les valeurs étaient de 11 mg/mL, 13 mg/mL et 15 mg/mL pour les mêmes tailles, 

tandis que contre S. aureus, elles étaient de 0,30 mg/mL, 1,55 mg/mL et 1,70 mg/mL.En 

parallèle, la diminution de la taille des NPs prolongeait la durée de la phase de latence et 

réduisait le taux de croissance spécifique, augmentant ainsi le pourcentage d'inhibition 

bactérienne. Par exemple, la phase de latence d’E. coli est passée de 8,5 à 4 heures avec des 

NPs de 22 nm, 35 nm et 66 nm, à une concentration de 0,25 mg/mL. Pour P. aeruginosa, elle 

est passée de 24 heures à 15 heures, à une concentration de 1,50 mg/mL. Et pour S. aureus, de 

15 à 10 heures avec des NPs de 22 nm, 35 nm et 66 nm, à une concentration de 0,1 mg/mL.  
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L’innocuité de NPs de 22 nm a été réalisée sur des cellules dermiques humaines, 

révélant une toxicité modérée avec une IC50 estimée à 71 µg/Ml. 

La synthèse des couches minces de ZnO antimicrobiennes a été menée en analysant l'influence 

de la concentration en précurseur et du type de solvant sur la microstructure, la morphologie et 

la rugosité des films. L'effet de ces paramètres sur les propriétés antimicrobiennes des films a 

ensuite été étudié. L'analyse topographique a révélé une rugosité maximale de 12,3 nm à une 

concentration de 0,25 M en précurseur dans le propanol, contre 8,3 nm et 6,6 nm pour des 

concentrations de 0,1 M et 0,4 M, respectivement. Dans l'éthanol, la rugosité augmentait avec 

la concentration en précurseur, passant de 6,9 nm à 7,2 nm puis à 12,4 nm lorsque la 

concentration augmentait de 0,1 M à 0,25 M et 0,4 M, respectivement. La rugosité augmentait 

avec la longueur de la chaîne carbonée des alcools, passant de 6,9 nm à 12,3 nm, puis à 14,3 

nm pour les solvants éthanol, propanol et butanol, respectivement.  

Les couches minces de ZnO présentant une rugosité entre 6,9 nm et 14,3 nm ont montré une 

inhibition significative contre E. coli, P. aeruginosa et S. aureus, tandis qu'une réduction 

notable de 0,72 Log10 UFC/cm² des cellules fongiques de Candida albicans a été observée sur 

l'échantillon présentant la rugosité la plus élevée (12,3 nm), testée sur cette levure.  

Enfin, une peinture à base d'eau contenant des NPs de ZnO de 22 nm, à une concentration 

de 123 µg/cm², a été formulée et testée contre les bactéries. Les films de peinture ont inhibé la 

croissance d’E.coli et S. aureus.  

Perspectives  
 

Les perspectives de ce travail peuvent s’orienter dans plusieurs directions :  

• Étude de nouveaux matériaux visant à cibler C. albicans, qui a montré une sensibilité réduite 

aux NPs de ZnO, tant en suspension qu'en surface. 

Une étude préliminaire a été menée sur des couches minces de CuO pour évaluer leur 

activité antifongique contre Candida albicans. Les conditions de synthèse étaient : un rapport 

[MEA]/[Zn²⁺] de 2 et un précurseur constitué d'acétate de cuivre monohydraté (Cu(CH₃COO)₂, 

H₂O, Merck) à une concentration de 0,1 M. Les films obtenus appartenaient à la variété 

monoclinique de CuO, avec deux pics de diffraction, observés à 2θ = 35,1° et 38,4°, 

correspondant aux plans de réticulaires (002) et (111), comme le montre la Figure 78.  
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Figure 78: Diffractogrammes DRX de couches minces de CuO. 

Les résultats concernant leur activité antifongique sont présentés dans le Tableau 30. 

Tableau 30: Activité antifongique de couches minces de CuO contre C. albicans. 

 Témoin Couches mince de CuO 

Concentrations  4,415 ±0,259 Log10UFC/cm2 4,103 ±0,176 Log10UFC/cm2 

R 0,31 Log10UFC/cm2 

 

L'activité antifongique mesurée était de 0,31 Log10 UFC/cm², inférieure à celle des couches de 

ZnO ayant exercé la plus forte activité contre C. albicans (0,72 Log10 UFC/cm²). Afin de mieux 

comprendre l'influence du type de matériau sur l'activité antifongique, des analyses 

supplémentaires, telles que l'étude de la topographie, de la rugosité et de la morphologie, 

doivent être réalisées. De plus, les conditions de synthèse des couches minces de CuO 

différaient de celles des couches de ZnO, notamment avec un rapport [MEA]/[Zn²⁺] doublé 

pour la préparation des films de CuO en raison de la stabilité moindre de la solution colloïdale 

de CuO. 

• La mise en place d’un procédé à l’échelle pilote, écoresponsable, vise à obtenir des 

matériaux plus respectueux de l’environnement et biocompatibles. Ce procédé permettra de 

contrôler avec précision les caractéristiques des NPs, telles que la taille, la morphologie et 
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la rugosité, afin d’optimiser leur activité antimicrobienne. Il offrira également la possibilité 

de synthétiser des NPs directement dispersées sous forme colloïdale stable, dans un solvant 

exempt d’activité antimicrobienne, en utilisant, par exemple, un réacteur en T-jonction. Par 

ailleurs, le dopage de divers matériaux ayant des propriétés antimicrobiennes, ainsi que leur 

fonctionnalisation, pourrait être exploré dans l’optique d’améliorer l’efficacité 

antimicrobienne des NPs tout en renforçant leur biocompatibilité. 

• Réaliser des études à long terme pour évaluer la durabilité et la stabilité des films de ZnO 

ainsi que des peintures antimicrobiennes dans des conditions réelles d'utilisation. 

• Une modélisation approfondie de la cinétique de croissance des microorganismes en 

présence de NPs : La méthode de mesure de la densité optique utilisée pour évaluer la 

cinétique de croissance des bactéries ne reflète pas la concentration des microorganismes 

vivants mais mesure également la turbidité des cellules mortes. Une modélisation plus 

précise en explorant des techniques alternatives comme la cytométrie en flux ou des 

méthodes basées sur la quantification de l'ADN pourrait être explorée.
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Annexe 1 : Pureté des nanoparticules. 

 

Annexe 2 : Caractéristiques des lames gélosées : Screening des microorganismes présents sur 

des surfaces à l'aide de lames gélosées contenant un neutralisant. 

 

Annexe 3 : Stabilité des suspensions de nanoparticules de ZnO de 22 nm dispersées à l'aide du 

dodécyle sulfate de sodium (SDS).  
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Annexe 4 : Validation des témoins sur : a) E. coli ; b) P. aeruginosa ; c) S. aureus et d) C. 

albicans.  
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Annexe 5 : Colonies de Candida albicans en présence des différentes concentrations en NPs 

de ZnO de 22 nm avant (0 h) et après 48 h d'incubation à 30°C dans le FLUOstar. 

 

 

Annexe 6: Diffraction des rayons X de couches minces de ZnO élaborées à partir du butanol 

avec différentes concentrations en précurseur. 
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Annexe 7 : Image AFM : a) 0,1 M Butanol; b) 0,25 M Butanol et c) 0,4 M Butanol. 

a) 

b) 

c) 



   

201 
 

CONCLUI 

 ANNEXES 

 

 

Annexe 8: Effet de la concentration du précurseur de zinc sur la rugosité des films de ZnO 

préparés dans l’éthanol. 

Concentrations Ra (nm) Rq (nm) Rmax (nm) 

0,1 M 1,60 2,02 19,2 

0,25 M 14,3 17,4 96,8 

0,4 M 10,4 13,4 141 

 

 

Annexe 9 : Spectres Raman de films minces de ZnO : a) Effet de la concentration en précurseur 

sur les films préparés à partir du propanol et b) Effet du type de solvant. 

 

a) b) 
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Résumé :  

Cette thèse examine l’utilisation des nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO) comme agents 

antimicrobiens pour lutter contre les infections nosocomiales, un enjeu majeur de santé 

publique. Elle s’inscrit dans le cadre de la recherche de solutions alternatives aux antibiotiques, 

visant à limiter la propagation des microorganismes pathogènes. Les travaux s’articulent autour 

de la synthèse contrôlée des nanoparticules de ZnO par la méthode sol-gel, de leur 

caractérisation physico-chimique et de l’optimisation de leurs activités antimicrobiennes. 

L’activité antimicrobienne des nanoparticules a été évaluée contre souches de la pharmacopée 

européenne: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, ainsi que 

contre le champignon Candida albicans. Un procédé de contrôle de la taille des nanoparticules 

a été mis au point, suivi d’une caractérisation de leur taille, microstructure et morphologie. 

L’impact de la taille des nanoparticules sur leur efficacité antimicrobienne a été étudié en 

déterminant les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB). L’analyse 

a ensuite été approfondie en mesurant la cinétique de croissance des microorganismes en 

présence de nanoparticules de différentes tailles. Les résultats ont mis en évidence que la 

diminution de leur taille améliorait leur activité antimicrobienne. 

La recherche a également porté sur l’amélioration de l’activité antimicrobienne des films 

minces de ZnO et l’application des nanoparticules dans une formulation de peinture sans 

biocide. Une étude paramétrique sur le procédé de fabrication des films minces a permis de 

mettre en évidence les corrélations fondamentales entre les paramètres de fabrication, les 

propriétés microstructurales et morphologiques des films. Les résultats ont montré que 

l’augmentation de la rugosité de surface renforçait l’activité antimicrobienne des films. Les 

tests normalisés ISO 22196 :2011, adaptés à cette étude, ont validé la robustesse des résultats 

obtenus. Enfin, la peinture formulée avec des nanoparticules sans biocide s’est avérée efficace 

pour inhiber la croissance d’E. coli et de S. aureus, confirmant son potentiel pour des 

applications pratiques. 

 Mots clés :  Nanoparticules, oxydes métalliques, antimicrobiens, revêtements, peinture.  

Abstract : 

This thesis investigates using zinc oxide (ZnO) nanoparticles as antimicrobial agents to combat 

nosocomial infections, a major public health concern. It is part of the search for alternative 

antibiotic solutions, aimed at limiting the spread of pathogenic microorganisms. The work 
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focuses on the controlled synthesis of ZnO nanoparticles using the sol-gel method, their 

physicochemical characterization and the optimization of their antimicrobial activity.  

The antimicrobial efficacy of the nanoparticles was evaluated against European pharmacopoeia 

strains: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Staphylococcus aureus, as well as the 

fungus Candida albicans. A size-controlled synthesis process was developed, followed by a 

characterization of their size, microstructure, and morphology. The influence of nanoparticle 

size on antimicrobial efficiency was assessed by determining the minimum inhibitory 

concentrations (MIC) and minimum bactericidal concentrations (MBC). Further analysis was 

conducted by measuring the growth kinetics of microorganisms in the presence of nanoparticles 

of varying sizes. The results revealed that reducing the size of the nanoparticles significantly 

enhanced their antimicrobial activity.  

The research also explored improving the antimicrobial activity of ZnO thin films and 

incorporating nanoparticles into a biocide-free paint formulation. A parametric study of the 

thin-film fabrication process highlighted the fundamental correlations between fabrication 

parameters and the microstructural and morphological properties of the films. The findings 

demonstrated that increased surface roughness enhanced the antimicrobial efficacy of the films. 

Standardized ISO 22196:2011 tests, adapted for this study, validated the reliability and 

robustness of the results. Finally, the biocide-free paint formulated with nanoparticles 

effectively inhibited the growth of E. coli and S. aureus, confirming its potential for practical 

applications. 

 Keywords: Nanoparticles, metal oxides, antimicrobials, coatings, paints 

 

 


