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Résumé

L'utilisation de la chimie verte dans la production de particules d'argent a recu beaucoup
d'attention de la part des scientifiques en raison de son protocole rapide, respectueux de

I'environnement, non pathogene et économique.

Ce travail se concentre principalement sur la synthese de nanoparticules d'argent en
utilisant différents extrait de lotus corniculatus L . . ensuite la caractérisation des nanoparticules

synthétisées par différentes méthodes .

Les extraits (aqueux ou par solvants) de lotus corniculatus L., peuvent étre utilisées
comme agents de bio-réduction pour produire des nanoparticules d'Ag. La formation de
nanoparticules d'Ag par I'extrait a été observee par le changement de couleur de I'extrait en
jaune brunatre . Les changements de couleur qui se produisent indiquent que des particules d'Ag
sont formées. Les particules d'Ag produites avaient une taille nanométrique. Les nanoparticules
d'Ag contenues dans I'extrait ont pu inhiber la croissance des bactéries S. aureus et E. coli, et la
meilleure activité antibactérienne a été présentée pour les NPs Ag synthétisées a partir de

I’extrait de n-butanol et de I’extrait aqueux.

Mots clés : Nanoparticule, I’Argent , synthése verte, lotus corniculatus L. .



Abstract

The use of green chemistry in the production of silver particles has received a lot of
attention from scientists due to its rapid, environmentally friendly, non-pathogenic, and

economical protocol.

This work mainly focuses on the synthesis of silver nanoparticles using different extracts
of lotus corniculatus L . Then the characterization of the nanoparticles synthesized by different

methods.

The extracts (aqueous or by solvent) of lotus corniculatus L. , can be used as bio-
reduction agents to produce Ag nanoparticles. The formation of Ag nanoparticles by the extract
was observed by the color change of the extract to brownish yellow. The color changes that
occur as Ag particles are formed. The Ag particles produced were nanometric in size. The Ag
nanoparticles contained in the extract were able to inhibit the growth of S. aureus and E. coli
bacteria, and the best antibacterial activity was shown for the Ag NPs synthesized from the n-

butanol extract and the aqueous extract.

Key words : nanoparticles , silvre , green synthesis , lotus corniculatus L. .
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Introduction génerale

Introduction générale

La nanotechnologie est en train de devenir une technologie multidisciplinaire tres avancée
faisant intervenir la chimie, la physique, la science des matériaux, la biologie et la médecine,
elle s'intéresse aux petites structures ou aux matériaux de petite taille [1]. La dimension typique
s'étend du subnanometre a plusieurs centaines de nanometres. Un nanomeétre (nm) correspond

a un milliardieme de métre, ou 10° m [2][3].

La synthése de nanoparticules (NPs) a été I'étape la plus importante dans le domaine de
la nanotechnologie [4]. Les nouvelles propriétés des NP ont été exploitées dans un large éventail
d'applications potentielles en médecine, en cosmétique, dans les énergies renouvelables et dans

les sciences de la vie, l'assainissement de I'environnement et les dispositifs biomédicaux [5][6].

La synthése des nanoparticules s’effectue habituellement par divers procédés physiques
et chimiques, la plupart étant colteux et /ou nécessitant I'utilisation de solvants toxiques [7].
Récemment, de grands efforts sont faits pour utiliser une méthode respectueuse de
I'environnement pour la synthése des nanoparticules [8], c’est la méthode de synthése verte,
utilisant des micro-organismes, des champignons et des plantes, qui ont attiré une grande
attention en raison de leurs procédures peu couteux , rapides, efficaces, écologiques et
biocompatibles [9] , qui conduisent généralement a la formation de nanoparticules
cristallines avec une variété de formes (spheres, tiges, prismes, plaques, aiguilles, feuilles

ou dendrites), avec des tailles comprises entre 1 et 100 nm [10].

Les plantes (leurs extraits) sont considérées comme un systéme hautement souhaitable
pour la synthese de NPs en raison de leur grande capacité a produire une large gamme de

métabolites secondaires bioactifs a fort potentiel de réduction [11].

Dans ce contexte, 1I’objectif global de ce travail est d’étudier la possibilité de synthése de
nanoparticules d’argent (AgNPs) a l'aide d'extrait aqueux et des extractions des substances
bioactives d’une plante algérienne lotus corniculatus L. ensuite la caractérisation de ces
nanoparticules par plusieurs méthodes telles que : la diffraction de rayon X (DRX), I’infrarouge

a transformé de Fourier (FTIR).



Introduction génerale

Le présent manuscrit est entamé par cette introduction générale qui donne une idée
globale sur le sujet. Le chapitre I, est consacrée a une étude bibliographique sur les
nanomatériaux et nanoparticules, Ou nous avons présenté une synthése sur les nanoparticules,
les méthodes de synthése et les propriétés puis nous avons donné un apercu sur les NPs Ag ainsi

que de son importance.

Le chapitre 11, donne un apercu sur la chimie verte suivi d’une étude de la plante utilisé

lotus corniculatus L. et de ses utilisations.

Le chapitre III englobe les méthodes d’’analyse utilisées dans la caractérisation de nos

échantillons.
Chapitre IV présente le matériel et la méthode de synthése et de caractérisation des NPs.

Le chapitre V englobe les resultats obtenus au cours de ce travail ainsi que la discussion

de ces derniers.

A la fin une conclusion générale récapitule les principaux résultats obtenus au cours de

ce travail.






CHAPITRE I : Recherche bibliographique

1.1. Définitions

1.1.1. Nanomatériaux

Matériaux avec n'importe quel structures interne ou externe a I'échelle nanométrique.

1.1.2. Nano-objets

Matériaux possédant une ou plusieurs dimensions nanométriques périphériques.

1.1.3. Nanoparticules

Nano-objets avec trois dimensions externes nanométriques, Si 2 dimensions externes

sont nanometriques, ce sont des nanofibres [12].

Nano-objets =
matériaux avec 1, 2 or 3 dimensions externes < 100 nm

It I It

! v \
L) v/ L

VS Y \

1 dimension 2 dimensions 3 dimensions

Nanofeuillet Nanofibre : Nanoparticules
- Nanotube
- Nanotige
- Nanofil

Figure 1 : Les nano-objets

1.2. Différentes formes des nanoparticules

Par définition, une nanoparticule est un nano-objet, et ses trois dimensions sont entre 1

et 100 nanomeétres.

Ils peuvent se présenter sous la forme de nano spheres, nano prisme, nanofibre, nano fils,

nano tiges, nanotubes ou nano feuilles ... [13].
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Figure 2: Différents formes des nanoparticules

1.3. Classification des nanomatériaux

1.3.1. Les nanomatériaux naturelles

Les nanoparticules naturelles peuvent €tre produites par [’activité volcanique, les
réactions de photosynthese ou encore I’activité marine. On peut en retrouver dans les poussicres

désertiques.

Les nanoparticules sont aussi observées lors du phénoméne de combustion. Certaines
bactéries et levures peuvent réduire la toxicité d’un environnement polluant en agissant sur les

ions métalliques et en formant des complexes insolubles sous forme de nanoparticules [14].
1.3.2. Les nanomatériaux de synthese
La plupart des NP et NM actuels peuvent étre organises en quatre catégories fondées sur
le mateériel :

1.3.2.1. Nanomatériaux a base de carbone

Généralement, ces NM contiennent du carbone et se retrouvent dans des morphologies

telles que des tubes creux, des ellipsoides ou des sphéres. Les fullerénes (C60), les nanotubes
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de carbone (CNT), les nanofibres de carbone, le noir de carbone, le graphéne (Gr) et les oignons
de carbone sont inclus dans la catégorie des NM a base de carbone. L'ablation au laser, la
décharge a l'arc et le dépdt chimique en phase vapeur (CVD) sont les méthodes de production
importantes pour la fabrication de ces matériaux a base de carbone (a I'exception du noir de
carbone) [15].

1.3.2.2. Nanomatériaux a base inorganique

Ces NM comprennent des NPs et des NSM d'oxyde métallique et métallique. Ces NM
peuvent étre synthétisés en métaux tels que les NP Au ou Ag, les oxydes métalliques tels que

les NP TiO2 et ZnO, et les semi-conducteurs tels que le silicium et les céramiques [15], [16].

1.3.2.3. Nanomatériaux a base organique

Il s'agit notamment des NM fabriqués principalement a partir de matiére organique, a
I'exclusion des NM a base de carbone ou inorganiques. L'utilisation d'interactions non
covalentes (faibles) pour I'autoassemblages et la conception de molécules aide a transformer les
NM organiques en structures souhaitées telles que les dendrimeres, les micelles, les liposomes
et les NP polymeres [17],[18].

1.3.2.4. Nanomatériaux a base composite

Les NM composites sont des NP et des NSM multi phasés avec une phase a I'échelle
nanomeétrique qui peuvent combiner des NP avec d'autres NP ou des NP combinés avec des
matériaux plus grands ou de type en vrac (par exemple, des nanofibres hybrides) ou plus
structures complexes, telles que des armatures organométalliques. Les composites peuvent étre
n'importe quelle combinaison de NM a base de carbone, a base de métal ou a base organique
avec n'importe quelle forme de matériaux en vrac métalliques, céramiques ou polymeres. Les
NM sont synthétises dans différentes morphologies en fonction des proprietés requises pour

I'application souhaitée [18].

|.4. Procede d’élaboration des nanoparticules

De nombreuses techniques permettant de fabriquer des nano-objets, pour lesquels

plusieurs parametres doivent étre maitrisés : particulierement la taille et la forme.

Deux grandes approches coexistent dans le domaine des nanomatériaux. La premiere

qualifiée de « Top-Down » c’est-a-dire de haut en bas consiste a miniaturiser par les moyens

5
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de réduction de taille des dispositifs existants. Une approche inverse qualifiée de « Bottom—-up
» ou du bas vers le haut consiste a assembler des motifs atomiques ou moléculaires afin de

constituer des objets nanométriques [19][20] (Figure 3).

Approche Top-down
1 mm — [ mathodes physiques
Photolithographie
- Matériau massif 100 pm — : grap
m Ablation laser
10 um — m Techniques mécanique
-"- Poudre H (meulage et polissage)
1 pm —
ssss Nanoparticules
100 nm—
0%%%  Agrégats/amas
4T 10 nm—
] Méthodes chimiques :
% 1 nm—{ | = Synthése organique
Atomes m Auto-assemblage
0.1 nm—! | =Agrégation colloidale

Approche Bottom-up

Figure 3: Méthodes d’élaboration des nanoparticules

1.5. Applications des nanoparticules

e Automobile, aéronautique et aérospatial :
Matériaux renforcés et plus légers peintures extérieures, plus brillantes, anti-rayures,
capteurs optimisant les performances des moteurs, additifs pour diesel permettant une meilleure

combustion, pneumatiques plus durables et recyclables... [21].

e Electronique et communications :
Cellules solaires, bibliotheques électroniques de poche, ordinateurs, ultrarapides,

technologies sans fil, écrans plats... [22].

e Agroalimentaire :

Emballages actifs, additifs, colorants, anti-agglomeérants, émulsifiants... [23].

e Chimie et matériaux :
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Catalyseurs multifonctionnels, inhibiteurs de corrosion, Pigments, charges, poudres

céramiques, textiles et revétements antibactériens et ultra-résistants. .. [24],[25], [26].

e Construction :
Ciments autonettoyants et anti-pollution, vitrages autonettoyants et antisalissures,

peintures, vernis, colles, mastics ... [22],[23].

e Pharmacie et sante :
Médicaments sur mesure délivrés uniquement a des organes précis, Médicaments et
agents actifs, surfaces biocompatibles pour implants, surfaces adhésives médicales anti-

allergénes, vaccins oraux, imagerie médicale... [27].

e Cosmétique :
Cremes solaires transparentes, maquillage avec une meilleure tenue, pates a dentifrice

abrasives, ... [23].

e Energie:
Cellules photovoltaiques nouvelle génération, nouveaux types de batteries, fenétres

intelligentes, matériaux isolants plus efficaces, entreposage d’hydrogéne combustible...
[28],[29].

e Environnement et écologie :
Diminution des émissions de dioxyde de carbone, production d’eau ultrapure a partir
d’eau de mer, pesticides et fertilisants plus efficaces et moins dommageables, analyseurs

chimiques spécifiques... [21].

o Défense:
Détecteurs d’agents chimiques et biologiques, systémes de surveillance miniaturisés,

systémes de guidage plus précis, textiles légers et qui se réparent d’eux-mémes... [21],[22],
[23].
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1.6. Les nanoparticules d’argent

1.6.1. Généralité

Les nanoparticules d’argents, sont des objets relativement fréquents produites soit a partir
du métal naturel, soit a partir de I’argent ionique. Ils existent en effet différentes sources de

production des nanoparticules d’argent :

e Les sources naturelles de 1’argent est son extraction des gisements miniers contenant de
I’argentite (Ag,S) ou en association avec d’autres éléments sulfurés (ex. nickel, cuivre).
e Les sources accidentelles (feux de bois, gaz d’échappement de véhicule, freinage,),

e Sources industrielles : ex. émissions et rejets industriels.

1.6.2. Propriétés des nanoparticules d’argent [30],[31]

Les nanoparticules d'argent présentent plusieurs propriétés physiques remarquables qui

les rendent trés importantes dans divers domaines tels que la médecine, I'électronique, etc.
Les propriétés physiques sont discutées sous les themes suivants :

a) Diametre, surface et volume :

Les nanoparticules ont des propriétés uniques en raison de leur petite taille. Toutes les
nanoparticules, quels que soient leurs constituants chimiques, ont des rapports surface / volume
extrémement élevés. De nombreuses propriétés physiques des nanoparticules telles que la

solubilité et la stabilité sont dominées par la surface des nanoparticules.
b) Forme et cristallinité :

Les nanoparticules d'argent peuvent étre produites avec différentes tailles et formes en
fonction de I'approche de synthése et de la méthodologie. Typigquement, des formes anisotropes
sont formées en présence d'un polymere stabilisant qui se lie préférentiellement a une face

cristalline et entraine une croissance dans une direction cristalline plus rapide que les autres.
c) Stabilisation des nanoparticules d'argent contre I'agglomération :

Les nanoparticules, puisqu'elles ont de grandes surfaces, s'agglomeérent souvent pour
former soit des amas, soit des particules plus grosses afin de minimiser la surface totale ou

I'énergie interfaciale du systeme. Lorsque les particules sont fortement collées ensemble, ces

8
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agglomérats durs sont appelés agrégats. L'agglomération de fines particules peut se produire
soit au stade de synthese, soit pendant le séchage et le traitement ultérieur des particules.
L'agglomération de fines particules est provoquée par la force attractive de Vander Waals et /
ou la force motrice qui tend a minimiser I'énergie de surface totale du systeme. Des forces
répulsives inter-particules sont nécessaires pour empécher I'agglomération de ces particules. 1l
est trés important de stabiliser les particules contre lI'agglomération a chaque étape de la
production des particules et du traitement des poudres. Les nanoparticules sont soit stabilisées
en charge, soit stabilisées satiriquement. Pour les particules a charge stabilisée, le potentiel zéta
est une mesure de la stabilité de la particule. En régle générale, les nanoparticules avec des
potentiels zé&tas supérieurs a 20 mV ou inférieurs a —20 mV ont une répulsion électrostatique

suffisante pour rester stables en solution.

Les nanoparticules d'argent peuvent étre fonctionnalisées avec une large gamme de rials.
Des polyméres tels que la polyvinylpyrrolidone (PVP) et I'acide tannique sont des agents de

coiffage couramment utilisés pour les applications de nanoparticules d'argent.

Les nanoparticules d'argent utilisées dans des applications biologiques sont généralement
enrobées de polyéthyléne glycol (PEG), de sérumalbumine bovine (BSA) ou de nombreuses
autres protéines, peptides, oligonucléotides. Pour interagir avec une cible biologique, un
revétement ou une couche biologique ou moléculaire agissant comme une interface bio-
organique doit étre attaché aux nanoparticules. Des exemples de revétements biologiques
peuvent inclure des anticorps, des biopolymeres comme le collagéne ou des monocouches de
petites molécules qui rendent les nanoparticules biocompatibles. Plusieurs groupes fonctionnels

peuvent étre attachés a la surface de la nanoparticule, permettant ainsi la nanoparticule.

1.6.3. Méthodes de synthése des nanoparticules d’argent

Il peut y avoir plusieurs méthodes de fabrication des nanoparticules d’argent (méthodes
physiques, chimiques ou biologiques), chacune ayant ses propres avantages et inconvénients.
La diversité de ces méthodes est présentée dans le tableau 1.
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Tableau 1: Quelque méthodes utilisées pour la synthése des nanoparticules d’argent

Meéthodes de synthese des
AgNPs

Meéthodes
physiques

Méthodes
chimiques

Meéthodes
biologiques

Ablation
laser

Dépdt plasma
PVD

Implantation
lonique

Réduction
chimique

Bactéries

Champignons

Plantes

Avantages

- Absence de solvants
- Uniformité de la
distribution des NPs

- Absence de solvants
- Uniformité de la
distribution des NPs
- Controle de la taille

des NPs

- Absence de solvants
- Uniformité de la

distribution des NPs
- Contrdle de la taille

des NPs

- Facile a réaliser

- Eco-friendly
- Economique
- Stabilité

- Eco-friendly
- Economique
- Stabilité

- Non toxique
- Plus rapide que par

les bactéries

Inconvénients

- Peu de controle de la

taille de NPs

- Manque de protection

des NPs

- NPs instables

- Oxydation (création
de canaux dans la
matrice a cause de
I’implantation

- lonique)

- Utilisation de solvants
- Formation de clusters

- Coliteuse

- Processus tres lent
- Faibles quantités

- Taille des AgNPs
limitée a quelques

nanometres

1.6.4. Les applications des nanoparticules d’argent

Réf

[32]

[33]

[34]

[32][35]

Les nanoparticules d’argent ont des applications potentielles dans divers domaines

techniques tels que la photonique, la microélectronique [36], la photocatalyse, la lithographie

[37], comme matériaux de biocapteurs [38].

En raison de leurs propriétés spécifiques, les AgNPs ont été largement utilisées dans les

outils ménagers, les industries de la santé, le stockage et I'emballage des aliments, et elles ont

également des applications biomédicales.

10
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1.6.5. Effet toxique des nanoparticules d’argent

L’argent sous forme de nanoparticules peut pénétrer dans le corps humain par différentes
voies. Aprés ingestion ou par contact dermique en présence d’une lésion cutanée, les
nanoparticules métalliques peuvent se retrouver dans la circulation sanguine et/ou lymphatique

et s’accumuler dans les organes, comme les ions Ag+ [39].

Il a été supposé que le complexe NP-corona serait responsable de cette toxicité puisque
c’est lui qui dicte les mécanismes d’internalisation et qui guide la distribution. Ainsi, dans un
systeme biologique complexe, les NPs seraient toxiques d’apres leur composition et aussi
d’aprés la nature de leur corona [38],[40]. Aussi, il a été publié que les NPs ont la capacité de
passer a travers les différentes barrieres dont la barriere hémato-encéphalique et le placenta
[41].

Toutefois, 1’absorption des NPs semble dépendre de I’exposition puisque certaines études
indiquent que les NPs qui pénétrent par contact dermique sont sans danger et que leur
internalisation par les cellules est négligeable [42]. La derniere étape est celle de 1’excrétion, il
s’agit de I’évacuation des NPs par 1’organisme [43]. Ont présenté des résultats indiquant que
des NPs Ag ingérées étaient retrouvées dans les excréments des rats. Il a aussi été observé que
I’excrétion de 1’argent aurait aussi lieu via le systéme biliaire et les urines [41]. Il n’est pas
encore déterminé si aprés un certain temps, les NPs sont complétement évacuées ou si des

résidus persistent [30].

En outre, les quantités de nanoparticules d’argent utilisées actuellement dans les
différents domaines ne refletent pas les niveaux auxquels les étres humains sont pour le moment
confrontés [44]. De plus, de nombreuses études montre que I’argent ionique n’induit pas des
conséquences négatives pour 1’étre humain, aux concentrations requises pour obtenir une

activité antimicrobienne [30].

11
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Introduction

Le concept de chimie verte est apparu pour la premiére fois aux Etats-Unis dans les années
1990 [45], lorsque l'objectif était de concevoir des produits et des procédés chimiques
susceptibles de reduire, voire d'éliminer, I'utilisation et la synthese de substances nocives. Mais
ce n'est qu'en 1998 que les chercheurs de I'Agence américaine pour I'environnement (EPA), ont

jeté les bases théoriques de cette nouvelle discipline [46][47].

La chimie verte représente une véritable avancée dans la chimie entre les 20eme et 21eme
siecles. Au 20eme siecle, la conception et le développement de procédés chimiques étaient
essentiellement basés sur I'objectif d'optimisation des réactions. Aujourd'hui, le processus
chimique est le résultat d'une conception globale qui prend en compte la nature et la quantité
des matériaux impliqués (matieres premiéres et solvants), la consommation d'énergie requise
(concept de chimie douce) et la quantité de déchets générés par le recyclage. Et la possibilité
d'analyser les matériaux utilisés a toutes les étapes tout en réduisant le nombre d’échantillons

[48].

La synthése de nanoparticules par des méthodes chimiques nécessite généralement
I'utilisation de produits chimiques toxiques, tels que I'hydrazine et le borohydrure de sodium
comme agents réducteurs, ou le toluéne, le méthanol et le chloroforme comme solvants volatils
[49]. L'utilisation de ces substances toxiques nous permet de produire des nanoparticules de
haute pureté. Par conséquent, le développement et la recherche de nouvelles alternatives qui
limitent I'utilisation de ces produits sont devenus essentiels. La technologie de syntheése verte
des nanoparticules est en avance sur les autres méthodes car elle est simple, rentable et
reproductible, et produit généralement des matériaux plus stables, en utilisant des réactifs tels
gue des micro-organismes et des plantes (feuilles, racines, latex, graines, tige, etc.) peuvent étre

envisagees pour la synthése de nanoparticules métalliques [50].

Les matériaux d'origine végétale semblent étre les meilleurs candidats, et ils sont adaptés
a des applications a grande échelle. Certains des agents actifs clés dans la synthése sont les
polyphénols [51].

12



CHAPITRE Il : Chimie verte

Les douze principes

1. Prévention 2.Economie  3.Conception de méthodes de
des déchets d'atomes synthése moins dangereuses

4. Conception de % 5. Solvants et
produits chimiques auxiliaires moins
plus surs polluants
6. Recherche 7. Utilisation
du rendement de ressources
énergétique renouvelables

8. Réductiondu 9.Catalyse
nombre de dérivés

10.Conceptionde  11.Observationen 12. Une chimie
produitsenvuede tempsréelenvuede  fondamentalement
leur dégradation  prévenir la pollution plus fiable

Figure 4: Les 12 principes de la chimie verte [52].

1.1 Synthése des nanoparticules d’argent par chimie verte

Les nanoparticules métalliques ont été synthétisées grace a diverses techniques,
principalement basées sur la réduction chimique des ions métalliques dans des solvants aqueux
ou organiques. Afin de mieux développer I'environnement, les ressources naturelles doivent

étre utilisées pour produire des nanoparticules afin de minimiser l'utilisation de réactifs

toxiques.
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I1.1.1. Réductions biologiques

Les produits chimiques utilisés dans la synthése chimique sont généralement toxiques,
colteux et ne respectent pas l'environnement. Depuis plusieurs années, la communauté
scientifique étudie les organismes (bactéries, champignons, plantes, levures, etc.) en tant que
doubles réacteurs pour fabriquer des nanoparticules. De plus, en raison des avantages
particuliers de la bio réduction, tels que les sources biologiques abondantes, la bio réduction est
en cours de développement comme une méthode prometteuse. Matériaux, conditions de
réaction modérées, bonne dispersion des nanoparticules et absence d'additifs chimiques et de

sous-produits chimiques [53].

11.1.2. Le rdle des métabolites des plantes dans liaison et la bio réduction des

ions métalliques

Les agents de réduction sont largement distribués dans les systemes biologiques. Les
nanoparticules d’argent peuvent étre préparées par les bactéries, les champignons, les extraits
de plantes et les biopolyméres. L’eau est plus souvent le solvant de choix pour extraire les

agents réducteurs [54-56].

A OH
0
§>/ “CH,
¥
H,C
D
_H E N
H H 0
H | H H \
0
0
Q H NH, HoN
0, HO HH
H H 0
OH HO o}

Figure 5: Les principaux types de bioréducteurs végétaux impliqués dans la synthese des
nanoparticules : A - Terpénoides (eugénol) ; B, C - Flavonoides (lutéoline, quertcétine) ; D
- Un hexose réducteur a chaine ouverte ; E, F - Acides aminés (tryptophane (E) et tyrosine

(F).
Il a été suggéré que le contrble de la taille et la morphologie des nanostructures peut étre

connectée a l'interaction de ces biomolécules avec des ions métalliques [57].
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Diverses plantes différent par leurs concentrations en composants biologiquement actifs,
Cela peut expliquer en partie la diversité morphologique des nanoparticules décrites : triangles,

hexagones, pentagones, cubes, spheres, ellipsoides, nano fils, et nano-ronds [58].

11.1.3. Mécanisme de formation de nanoparticules d’argent

Dans I’ensemble, le processus de formation des nanoparticules métalliques dans les
plantes et les extraits de plantes comprend trois phases principales et de nombreux parameétres
peuvent intervenir dans la formation des nanoparticules : température, concentration et nature

des réactifs et du réducteur [59].

11.1.3.1. La nucléation :

Est une phase d'activation pendant laquelle se produisent la réduction des ions métalliques
et la nucléation des atomes metalliques réduits ; Les précurseurs métalliques sont dissous puis
réduits pour donner des atomes métalliques de valence zéro [60]. La sursaturation élevée en
atomes insolubles conduit a la formation de petits agrégats par collision. Cette seconde étape
est appelée la nucléation : elle correspond a la formation localisée d’une nouvelle phase solide
thermodynamiquement stable au sein d’une phase liquide. Aprés un certain temps, la formation
de noyaux entraine une diminution de la sursaturation. Par conséquent, la vitesse de nucléation
diminue et le nombre de nucléation augmente. Le nombre de particules du systeme deviennent

constant.

Nucléation . .
I A | Dissolution
Réduction ‘ ) /
) |
Sel métallique —> v -’ o __ 3 " ‘: v
‘U -
Atomes métalliques COIIIS'O%Z?gﬁqlszsatomes Nuclei Croissance

Figure 6: Illustration de I'étape de nucléation

11.1.3.2. La phase de croissance :

Durant laquelle les petites nanoparticules adjacentes se fusionnent spontanément en
particules de plus grande taille (Les nuclei ayant atteint un rayon critique vont pouvoir croitre
par consommation des monomeres se trouvant en solution.), qui s’accompagne d’une
augmentation de la stabilité thermodynamique des nanoparticules. Plus la concentration en

atomes est importante plus les particules vont croitre rapidement [61].
15



CHAPITRE Il : Chimie verte

11.1.3.3. Le murissement :

Ou bien la phase de terminaison du processus pour obtenir la forme finale des

nanoparticules.

Au fur et a mesure que la réaction se poursuit, le taux de sursaturation continu a diminuer.
La croissance ne peut plus se poursuivre, et une derniére étape peut intervenir c’est le
phénomeéne de murissement d’Oswald. Il s’agit de I’inter diffusion des atomes des plus petites

particules vers les plus grosses [59].
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1.2. Description de la plante (Lotus corniculatus L.)

11.2.1. La famille des Fabaceae

11.2.1.1. Aspect générale et distribution

Appelées également légumineuses, les fabaceae sont une tres vaste famille de plantes
herbacées [62]. Originaires d’Afrique, de Chine, d’Indonésie, d’Europe, d’ Amérique du Sud et
cultivées depuis plus de 6000 an, les fabacaeae représentent une part importante de
I’alimentation de I’humanité. Gaston Bonnier écrivait en 1905 dans son cours de botanique : «
La famille des légumineuses est une des plus importantes parmi les dicotylédones c’est la
famille végétale qui fournit le plus grand nombre d’espéces utiles a I’homme, qu’elles soient
alimentaires, industrielles ou médicinales. » [63]. Cette famille inclut plus de 730 genres et
19400 espéces, Les formes arborescentes prédominent dans les pays chauds et les formes

herbacées dans les régions tempérées [64].

Figure 7: Répartition géographique mondiale des Fabaceae

11.2.1.2. Classification systématique de la famille

Le monophylétisme des fabaceae est attesté par de nombreux caractéres morphologiques.
Quatre sous-groupes sont généralement reconnus a I’intérieur des fabaceae : les
Caesalpinioideae, les Mimosoideae, les Bauhinioides, et les Faboideae (= Papilionoideae). Les
Faboideae sont cosmopolites, alors que les Mimosoideae et les Caesalpinioideae sont plut6t
tropicales. Dans la plupart des classifications, ces groupes sont considérés comme des sous
familles, mais ils sont parfois traités en familles indépendantes [65][66]. La position

systématique des Fabaceae est présentée dans le tableau 2.
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Tableau 2: Position systématique des Fabaceae selon différentes approches phylogénétique
ou morphologique [67,68,69,70].

Engler (1887-1915) Cronquist (1988) Thorne (1992) APGIII (2009)

Regne Plantae Plantae Plantae Plantae
Embranchement Embryophyta Magnoliophyta Spermatophytae Spermatophyta
Sous Angiospermae Angiospermae
- Angiospermae
embranchement
Classe Dicotyledonae Magnoliopsida Magnoliidae Eudicotyledonae
Sous-classe Archichlamydeae Rosidae Rutanae Rosidae
Eurosidae |
Ordre Rosales Fabales Rutales
(= Fabidées)
Sous-Ordre Leguminosineae - Fabineae Fabales
Fabaceae
Leguminosae
=Papilionaceae Fabaceae
Famille Fabaceae
Mimosaceae (= Leguminosae)
Caesalpiniaceae
Faboideae Faboideae Faboideae
Mimosoideae Mimosoideae Mimosoideae
Sous- Famille
Caesalpinoideae Caesalpinoideae Caesalpinoideae
Swartzioideae Bauhinioides

11.2.1.3. Importance économique

Les Fabacées, et plus particulierement la sous-famille des Faboideae, ne seraient
dépassées que par les Poaceae dans un classement des familles par importance économique.
De nombreuses plantes alimentaires, mais aussi des plantes fourrageres, ornementales ou
encore médicinales de premier ordre appartiennent a cette sous-famille. Il est néanmoins

important de noter que de nombreux genres sont hautement toxiques [71,72], [65,66].

Une grande quantité de graines et de cosses de diverses espéces herbacées de Faboideae,
communément appelées légumineuses ou légumes secs, sont une source alimentaire universelle
autant humaine qu’animale. Ces plantes alimentaires de grande consommation comprennent
entre autres Arachishypogaea L. (I’arachide ou cacahuéte), Cajanuscajan (L.) Millsp. (lepoid
d’Angole), Cicer arietinum L. (le pois chiche), Dolichoslablab L. (le pois indien), Glycine max

Merr. (le soja), Glycyrrhizaglabra L. (la réglisse), Lens (les lentilles), Phaseolus (les haricots),
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Pisum (les pois) et Vicia (les féves). Ces especes sont cultivées dans le monde entier. Elles sont

recherchées pour leur haute teneur en protéines et en minéraux.

Certains genres font 1’objet d’un usage ornemental. Les plus connus étant Cytisus (les
génets), Laburnum anagyroides Medik. (La pluie d’or ou Cytise a grappes), Lathyrus (les
gesses), Lupinus (les lupins), Wisteria (les glycines) et Genista. Ce dernier posséde une espece
tres utilisée en industrie pour ses propriétés colorantes, Genistatinctoria L. ou genét des
teinturiers, de méme que certaines especes d’Indigofera dont est tirée la teinture d’indigo
[71],[66].

De nombreuses plantes Faboideae ont joué un réle important dans 1’histoire de I’industrie
pharmaceutique, notamment comme source de mati¢re premicre a I’image de la lécithine de
Glycine maxMerr., présente dans toutes les cellules vivantes et qui est un constituant important
des cellules nerveuses et cérébrales. Plusieurs molécules tres utilisées en thérapeutique sont
extraites de diverses plantes Faboideae. On citera la spartéine, cet alcaloide ganglioplégique
utilisé en cardiologie et en obstétrique, isolé de Cytisusscoparius (L.) Linkou la rutine, un
flavonoide utilisé en phlébologie, isolé de Sophora japonica L. ou encore laphysos tigmine issue
de Physostigma venenosum Balf. Cette derniére qui est un inhibiteur réversible des
cholinestérases, est utilisée comme antidote lors de I’intoxication par les parasympatholytiques.

Elle est aussi testée dans le traitement de la maladie d’ Alzheimer [72-74].

11.2.1.4. Toxicité

Les espéces Lotus jolyiBatt et L. arabicusL. (vesce d’egypte) sont toxiques pour les
animaux (chevaux, moutons, chévres, dromadaires). Plusieurs cas d’intoxication de bétail par
Lotus jolyiont été observés au Maroc. Les symptomes de I’intoxication sont les suivants

météorismes, inappétence, immobilité de 1’animal [75].

11.2.1.5. Usage traditionnel

Les especes appartenant au genre Lotus ne sont pas trés utilisées en médecine

Traditionnelle si 1’on se référe a la littérature.

L’espéce Lotus jolyi Batt est utilisée, en cataplasmes, avec de 1’ail haché et de 1’huile
d’olive, pour faire pousser les cheveux. Cependant, en phytothérapie, il est connu que Lotus

corniculatus est un antidépresseur naturel qui agit également sur I'hypertension artérielle et
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certaines de ses conséquences. Il agit aussi sur la production par le coeur d'une hormone qui

augmente la pression artérielle [76].

11.2.1.6.

Caractére chimique du genre Lotus

a) Les flavonoides

Une recherche bibliographique réalisée sur les espéces du genre lotus, montre qu’elles

sont faites I'objet de nombreuses investigations phytochimiques. Celles-ci ont permis d'isoler

un grand nombre de métabolites secondaires, Les flavonoides sont des composés largement

répandus dans le genre lotus.

L’ensemble des flavonoides isoles du genre lotus est rassemblé dans le tableau 3 ci-

dessous.

Espeéces

L. tenuis

L. corniculatus

Tableau 3: Quelques flavonoides isolés du genre lotus

Structure Réf
1 Flavone
2 Flavonole
3 Kempférol-7-O -4- glucoside
4 Kempférol-3-O- f -glucoside L7l
5 Kempférol -3,7-di-O-a- rhamnoside
6 Kempferol -3,7-di-O-a- rhamnoglucoside
7 Kempferol -7-O-a-rhamnoside
8 Quercétin-7-0O-a-rhamnoside
9 Quercétin-3-0O-a-rhamnoside
10 Quercétin-3-0O-B-galactoside
11 Quercétin-3,7-di-O-a- rhamnoglucoside
12 Quercétin-3,7-di-O-a- rhamnoside [77,
13 Kempférol-3-0O-p-(6"-O-E-p-coumarylglucoside) -7-O-f- 78]
glucoside

14 Quercétin -3-0-B-(6"-O-E-p-coumarylglucoside) -7-O-f3-
glucoside

15 Isorhamnétine -3-O-B-(6"-O-E-p-coumarylglucoside) -7-O-f3-
glucoside
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OH

1R=H
2R=0H

3R1=H, R:=Glu
4R =Glu, R>=H
5R;= Rha, R>=Rha
6R=H, R=Rha
7R1= Glu, R:=Rha

§R1=H, R;=Rha
9R ;= Rha, R;=H
10R=Gal, R;=H
11R;=Rha ., R;=Glu
12R;= Rha, R;= Rha
13R=H

14R,=OH
15R1=0OCHs3

Figure 9: Quelques flavonoides isolés de I’espéce L.corniculatus

b) Autres composés

D’autres types de composés ont été isolés et identifiés dans le genre lotus. Un certain

nombre est cité dans le tableau 4 ci-dessous.

Tableau 4: Divers composés isolés du genre lotus

Especes Structure Référence
16 L.’acide2,5-diaminopentanoique
17 L’acide 2,3-diaminopentanoique
18 L’acide 2,4-diaminopentanoique [79]

L. tenuis

19 L’acide 2,3-diamino-3-methylbutanoique

20 L’acide 2,4-diamino-3-methylbutanoique
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R, NH, . NH; 16R1= NHs, R:= Ry=H
2 17R1= R2=H, Rs= NH,
Ry COOH  18R1=R3=H, R,= NH,
COOH  R; 19R;= H, Ro= Me, R= NH,
R 20R1= NH,, Ry= H, R== M
Rj; 3

Figure 10: Divers composés isolés du genre lotus

1.3. Etude phytochimique de I’espéce Lotus corniculatus

11.3.1.1. Description et caractéristiques botanique de ’espéce L. corniculatus

Le Lotier corniculé (Lotus corniculatus L.) est une plante herbacée vivace de la famille
des Fabaceae couramment cultivée comme plante fourragére qui entre dans la composition des

mélanges de semences pour prairies mixtes graminées-légumineuses.

Lotier vient de lotos, un mot qui désignait plusieurs plantes chez les Anciens Grecs, dont
le lotier corniculé. Corniculé vient de cornu qui signifiait corne, une allusion aux gousses de la
plante qui ressemblent & de petites cornes. Le lotier est communément connu sous le nom de
pied de poule, pois joli, sabot de la mariée, sabot du petit Jésus, trefle cornu, cornette, fourcette,

pantoufle, pantoufle du petit Jésus, petit sabot...

C'est une plante basse, plutét couchée, aux feuilles a trois folioles, ovales, les stipules
situées a la base y étant semblables.

La tige est pleine, ce qui permet de le distinguer d'un autre Lotier trés commun, le Lotier
des marais (Lotus pedunculatus Cav.).

Les fleurs jaunes ou jaune-orange sont en petites tétes [80],[81].

Figure 11: Lotus corniculatus L.
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11.3.1.2. Place dans la systématique botanique [80]

Tableau 5: Classification de Lotus corniculatus

Régne Végétal
Sous-Regne Tracheobionta
Taxonomie Lotus corniculatus

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Sous Classe Rosidae

Ordre Rasales (fabales)

Famille Leguminoseae (fabaceae)

Genre Lotus

Espéce corniculatus
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I11.1.  La spectroscopie UV-Visible

La spectrophotométrie UV-visible est 1’une des techniques simple, facile, rapide, sensible
et la plus couramment utilisée pour la caractérisation des nanoparticules synthétisées. En effet,
les nanoparticules métalliques (argent, or, cuivre) présentent des propriétés optiques
particulieres liées a un effet classique d’exaltation du champ électrique, souvent appelé

confinement diélectrique [82].
e Le principe

11 s’agit de quantifier la quantité¢ de rayonnement ultraviolet ou visible absorbée par un
constituant en solution. Et mesure le rapport, de l'intensité de deux faisceaux de lumiére dans
la région UV Visible [83].

La loi d’absorption est valable pour les spectres d’absorption dans les domaines

ultraviolet et visible et méme dans I’infrarouge. cette loi est donnée par la relation suivante :
A=logl/ly=¢L.C

A : L’absorbance

| : Faisceau de lumiere entrant

lo : Faisceau de lumiere sortant

L : Epaisseur de la cuve d’analyse

¢ : Constante de proportionnalité

C : Concentration de la substance absorbante.

Figure 12 : Spectrophotometre SHIMADZU UV-1201 (le spectrophotomeétre utilisé).
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I11.2.  Diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X est une méthode de base pour la caractérisation structurale
dans le domaine des matériaux. Cette méthode de caractérisation n'est pas applicable que sur
des matériaux cristallins (monocristallins ou polycristallins). En particulier, il peut déterminer
la structure du matériau étudié, distinguer les phases, et également déterminer la contrainte

résiduelle, la forme et la taille des grains cristallins [24].
e Leprincipe

Le faisceau de rayons X produit par le tube est envoyé a I'échantillon, ou il est devie par
des atomes dans le rayon X. Ces faisceaux diffractés interferent les uns avec les autres,
entrainant un signal fort dans une zone spatiale spécifique [84]. Ce signal est collecté par le
détecteur et tracé sous la forme d'une courbe (diagramme de diffraction) qui montre des pics a
des angles de diffraction tres spécifiques. Les positions de ces pics sont les vraies
caractéristiques de la disposition des atomes dans le cristal (la distance entre les atomes et les

plans dans le cristal) [85].

La relation empirique reliant I'angle du pic d'observation (8,,;) et la distance entre le plan

atomique (dpy;) est la loi de Bragg [86].
ni= Zdhkl sin Bhkl

Ou:
n = ordre de diffraction ;
MA)= longueur d’onde des rayons X ;

d = distance inter réticulaire ;
0 (°) = angle de Bragg.

Figure 13 : Illustration de la loi de Bragg [87].
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La diffraction des rayons X permet de distinguer des produits ayant la méme composition
chimique mais dont les arrangements atomiques différent. Par exemple, les carbonates de
calcium comme la calcite et 1’aragonite, de méme formule chimique (CaCO3), ont des
diagrammes de diffraction différents. En revanche, les phases de nature chimique différente
mais dont les atomes sont organisés selon le méme arrangement présentent de grandes

similitudes, & savoir des pics de diffraction localisés aux mémes positions angulaires [88].
e Détermination de la taille des grains

La largeur a mi-hauteur des pics dans un spectre permet de calculer la taille des grains

® en utilisant la formule de Scherrer :

kA(nm)

Pm) = 5 d) cos 6

Ou

* ¢ : lataille des grains (nm)
e ) :lalongueur d’onde des rayons X utilisés (A=0.154178 nm)

* Kk : constante sans dimension, voisine de I’unité, qui dépend de la forme des cristallites et
porte le nom de constante Scherrer.

* & : lalargeur @ mi -hauteur mesurée pour chaque pic de diffraction (rad)
* 0 : I’angle de diffraction de Bragg de chaque pic de diffraction (rad) [89].

Figure 14 : DRX BRUKER D2 PHASER (le DRX utilisé).
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I11.3.  Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier

Les spectres les plus couramment utilisés en analyse fonctionnelle sont les spectres
Infrarouge qui correspondent a la variation simultanée des énergies de vibration et de rotation.
Cette technique consiste a irradier un échantillon par une énergie proche de celle de la vibration
entrainant une transition directe entre deux niveaux de vibration par absorption de 1’énergie du

rayonnement incident [90].

Les groupements fonctionnels sont généralement détectés par 1’absence ou la présence
des bandes d’absorption enregistrées sur un spectre infrarouge. L’absorption de ce rayonnement

infrarouge par cette substance, dépend de ses constituants et du type de liaisons qui les relient.

Cette spectroscopie, trés sélective, est couramment utilisée pour 1’identification de
composés mais elle permet également d’obtenir des informations trés importantes sur les
interactions inter- et/ou intramoléculaires, sur la conformation des molécules et 1’organisation

de la matiére [91].

Dans cette étude, la FTIR est utilisée pour confirmer I’interaction entre ’argent et les bio-
réducteurs. La réaction entre les nanoparticules d’argent et les biomolécules peut étre identifié
par le déplacement des bandes caractéristiques attribuées aux différents groupes fonctionnels
présents dans les biomolécules, comme, les groupements carbonyles, hydroxyles et amines
[92].

Figure 15 : Spectrometre infrarouge SHIMADZU FTIR-8900 (le spectromeétre utilisé).
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I11.4.  Activité antioxydante

L'évaluation de [l'activite antioxydante des nanomatériaux est devenue l'une des
recherches fondamentales importantes en science pharmaceutique et en nanotechnologie. Les
antioxydants jouent un r6le important dans la fonction de chacun Systéme biologique. Dans les
systemes biologiques, les radicaux libres sont générés en raison de l'interaction des
biomolécules avec I'oxygene moléculaire [93],[94], qui sont responsables de la dégradation des
biomolécules. L'oxydation est également a I'origine de la dégradation de la qualité nutritionnelle
(décoloration des aliments) [95],[96]. La consommation d'aliments oxydés peut produire des
peroxydes lipidiques et des composés de faible poids moléculaire, entrainant des maladies
graves telles que I'népatomégalie ou la nécrose des tissus épithéliaux. Dans les systemes
biologiques, les antioxydants jouent un réle important dans le piégeage de ces radicaux libres
toxiques [97],[98].

Le test de piégeage DPPH est consideré comme une des techniques les plus répandues
pour étudier la propriété antioxydante des matériaux. Dans cette méthode, 1’efficacité
antioxydante est mesurée a une température ambiante pour éliminer le risque de la dégradation

thermique des molécules testees [99].

Le radical DPPH a une couleur violet foncé en solution avec un pic d'absorption entre
515 et 518 nm et devient progressivement incolore ou jaune pale en présence du piégeur de
radicaux dans le systeme réactif et lorsque les électrons impairs de l'azote dans le DPPH sont
appariés [100],[101]. Cette propriété permet un suivi visuel de la réaction et la concentration

des radicaux est contrélée a partir de la variation du pourcentage d'absorption a 517 nm [102].

YIOLLET

Figure 16 : la couleur de la solution de DPPH avant et apres I'ajout d'un antioxydant
[103].
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111.5. Activité antibactérienne

Les nanoparticules de métaux nobles, en particulier celles de 1’argent sont largement
utilisées en tant qu’agents antibactériens [104], voici quelques exemples de 1’utilisation des

AgNPs comme agent antibactérien :

e Des chercheurs ont essayé¢ d’incorporer des nanoparticules d'argent dans les matériaux
d’emballage tels que du papier filtre, du polyéthylene basse densité¢ (LDPE), et le poly
méthacrylate de méthyle (PMMA) [105], est employé dans I’industrie alimentaire pour
éviter les contaminations microbiennes et prévenir 1’apparition d’un gout métallique
[106].

e Les nanoparticules d’argent ont été utilisées dans les stations d’épuration pour le
traitement des eaux usées et ont montré une activité antibactérienne intéressante. La
dispersion d’argent sur les surfaces de la membrane a amélioré 1’activité
antimicrobienne contre E. coli, ses résultats ont confirmé que I’argent peut inhiber
presque la croissance bactérienne a 100% [107].

e Elles sont utilisées en tant qu’agents antimicrobiens dans les pansements pour empécher
les infections de blessure, et en tant qu'agents anticancéreux [108].

e Les nanoparticules d'argent sont aussi utilisees comme additif antimicrobien dans les
ciments osseux poly (méthacrylate diméthyle) (PMMA) [109].

e [L’argent imprégnés dans Les dispositifs implantables, et les masques chirurgicaux

indiquent une efficacité antimicrobienne importante [110].
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1V.1. Matériels utilisés

IvV.1.1. Matériel végétal
La matiere premiere est la plante de lotier corniculé (Lotus corniculatus L.) est une plante
herbacée vivace de la famille des Fabacées couramment cultivée comme plante fourragere.
IV.1.2. La Récolte du matériel végétal
Les parties aériennes de Lotus corniculatus L. ont été récoltées durant le mois de Mars
2020 a Constantine (Algérie). La détermination botanique de cette espéce a été réalisée par M.
Mohamed Bouheroum. Elles ont été séchées dans un endroit aéré a 1’abri des rayons solaires.
IV.1.3. Les Produits chimiques
e [L’hexane
e Le chloroforme
e L’acétate d’éthyle
e Le 1-butanol
e [L’éthanol

e Le nitrate d’argent

V.2 Synthése des nanoparticules d’argent

Iv.2.1. Meécanisme de formation et la stabilisation des AgNPs

IV.2.1.1. Mécanisme de formation des AgNPs

Le mécanisme de formation des nanoparticules est tiré de la littérature [111], la présence
de Ag+ provoque I’oxydation des groupement hydroxyles pour former un complexe d’argent
intermédiaire puis une quinone et des ions Ag+, ces dernier sont réduit en Ag métallique en

présence d’électrons libres.
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2Ag* + Hy — 2Ag° + 2H"

Figure 17 : Mécanisme de formation des nanoparticules d’argent

IV.2.1.2. Mécanisme de stabilisation des AgNPs

La stabilité colloidale des nanoparticules est assurée par I’interaction entre les hydrogénes
des groupement phénoliques de 1’extrait aqueux et les nanoparticules d’argent chargées

négativement (figure 18).

COOR
515 o e
OH §,8 COOR
S O-H5+ L g__ ?-:O
56 WmSE + " 5
4 oy 5 5
O-H = N8
= av8 8
ROOC 0-H H-O
COOR

Figure 18 : Mécanisme de stabilisation de Ag
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IV.3.  Synthése des nanoparticules d’argent par les extraits des
substances bioactives
IV.3.1. Préparation des extraits

Apres broyage, toutes les parties aériennes (100 g) ont été extraites dans de 1’hexane

pendant quatre jours (96 h).

Apres filtration, cette opération est renouvelée 3 fois avec 3 solvants différents (d’abord avec

le chloroforme puis avec 1’acétate d’éthyle et en fin avec le 1-butanol ).

Les filtrats obtenus par les quatre extraction ont été ensuite évaporés a sec sous vide a une
température inférieure a 35 °C ( sauf I’extrait du n-butanol qu’il a été évaporé sous vide a 70
°C et avec ’ajout de 40% d’eau pour booster 1’évaporation ) , pour conduire aux extraits sec

suivants : hexane (0.26 g) , chloroforme (0.41 g), acétate d’éthyle (1.1 g) et 1-butanol (3.72 g).

Figure 19 : Protocol de I'extraction : (a)- Macération ; (b)- Filtration ; (c)- Distillation
sous-vide ; (d)- L’extrait sec.

Les rendements d’extraction sont donnés dans le tableau 6 :

Tableau 6: Rendement des extraits

\')Aégggi Phase Masse (9) Reng;)r)nent
E. Hexane 0,26 0,26
E. Chloroforme 0,41 0,41
100 g E. Acétate d’éthyle 11 11
E. 1-butanol 3,73 3,73

L’extrait sec est ensuite dissout dans de 1’éthanol (environ 10 ml) , pour obtenir a la fin 4

extraits de plante de différents polarité (I’extrait de 1-butanol est le plus polaire).
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IV.3.2. Lasynthese des AgNPs

- Un volume de I’extrait 1 (10 ml) est mis dans un bécher, sous agitation une solution de
nitrate d’argent (5SmM) a été ajouter goute a goute (40 ml), jusqu’au changement de

couleur .
- Le mélange été mis sous agitation pendant 24 h.
- Apres 24 h la couleur du mélange devienne marronne.
- Le mélange a été laisser jusqu’a 1’apparitions d’un précipité.
- Cette opération est renouvelée 3 fois avec les 3 extraits restants .

e Filtration :

- Apres précipitation de la phase solide ,cette derni¢re est séché dans 1’étuve a une

température de 70°C, afin d’obtenir un produit sec.

- Ce produit est calcinée pendant 3 heures a une temperature de 400 ° C avec une montée

de 2 °C par minute.

Tableau 7 : Rendement de la synthese par les différents extraits

Masse avant Masse apres Rendement
calcination (g)  calcination (g) (%)
E. Hexane 0.1934 0.0034 1.76
E. Chloroforme 0.8224 0.0624 7.59
E. Acétate d’éthyle 0.4212 0.0312 741
E. 1-butanol 0.2176 0.0276 12.7

IV.4. Syntheése des nanoparticules d’argent par I’extraits aqueux

1IV.4.1. Préparation de I’extrait aqueux

30 g de la plante a été pesé et mise dans un bécher avec 200 ml d’eau, le tous été mis sur

une plaque chauffante, en surveillant la température du mélange qui ne doit pas dépasser 60 C°.

Apres refroidissement du mélange a 1’aire libre , I'extrait résultant a été filtré a travers du

papier filtre.
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1V.4.2. La synthése des AgNPs

- Un volume de I’extrait (96 ml) est mis dans un bécher, sous agitation une solution de
nitrate d’argent (1mM) a été ajouter goute a goute, le mélange obtenu a une couleur

jaune orange.
- Le mélange été mis sous agitation pendant une nuit
- Aprés une nuit la couleur du mélange devienne marronne.
- Le mélange a été laisser jusqu’a ’apparitions d’un précipité.
e Filtration :

- Apres précipitation de la phase solide ,cette dernicre est séché dans 1’étuve a une

température de 80 °C, afin d’obtenir une poudre .

- Cette poudre est calcinée pendant 3 heures a une température de 400 ° C avec une
montée de 2 °C par minute.

Figure 20: L'échantillon aprés calcination

Le rendement de cette synthése est dans le tableau 8.

Tableau 8: Rendement de la synthese

Masse apres o
Masse avant calcination (g) Rendement (% )
calcination (g)
1,12 0,96 85,71
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IV.5. Méthodes de caractérisation des nanoparticules d’argent :

IV.5.1. La spectroscopie UV-Visible

La bio-réduction des ions Ag+ pures a été suivie par absorption a UV-visible, en
scannant les extraits aprés 1’addition de nitrate d’argent , a To et a des temps différents du

mélange réactionnel (aprés 1h puis 24h d’agitation) dans la plage de longueurs d’onde de

200 a 800 nm.
Un spectrometre SHIMADZU (UV-1201) a éeté utilisé pour les mesures.

IV.5.2. Diffraction des rayons X (DRX)

Les analyses ont été effectuées par la technique de diffraction sur poudre, a I’aide d’un
diffractomeétre de marque (BUKER D2 PHASER) lié a un microordinateur. les mesures ont été
réalisés a 1’Université Blida 1 par le service d’analyse de laboratoire de recherche Chimie
Physique Moléculaire et Macromoléculaire (LCPMM). Le faisceau des rayons X est généré par
une anticathode de cuivre de longueur d’onde A= 1.54056 A, en utilisant la radiation Ko dans

I’intervalle d’angle 20 situé¢ entre 5° a 120°.

IV.5.3.  Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La technique d’échantillonnage utilisé est la technique de pastillage, elle consiste a former
des pastilles des poudres a analyser. Les pastilles sont constituées de 10 % en masse des
échantillons produits préalablement broyés et dispersés dans du bromure de potassium (KBr),
ensuite elles ont été compactées sous une trés forte pression de facon a obtenir des pastilles

translucides de 13 mm de diamétre.

Les analyses FTIR ont été réalisées a I’Université Blida 1 par le service d’analyse de

département de génie des procédés a I’aide d’un spectrométre SHIMADZU (FTIR-8900).

IV.5.4. L’activité antioxydante

L’activité antiradicalaire de DPPH a été déterminée en se basant sur les essais décrits par
Brand-Williams [112], avec quelques modifications. Ainsi, dans un volume de 1 ml, on prépare
différentes concentrations des extraits a tester dans 1’éthanol (100 ul; 200ul ;300 ul ;400
ul ;500 pl ;600 pl;700 upl;800 pl), on ajoute ensuite 1 ml de la solution de DPPH de
concentration 1mg/10ml. Apres agitation, le mélange est incubé pendant 30 min a 1’obscurité
et a température ambiante, puis 1’absorbance est mesurée a 517 nm par un spectrophotometre
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UV-vis. Une solution contenante 1 ml d’éthanol et 1 ml de DPPH considérée comme blanc

analytique est préparée en paralléle.

L’estimation de I’activité antiradicalaire est donnée par la valeur du pourcentage

d’inhibition (%) calculé a I’aide de la formule suivante :
I(%) = (AO - Al)/AO x100
Avec : Ao : Absorbance du blanc et A1 : Absorbance de I’échantillon.

La courbe donnant la variation du (%) en fonction des différentes concentrations des
extraits, permet de déterminer 1’activité antiradicalaire ou EC50 (Efficient Concentration 50%),
définie comme étant la quantité d’extrait nécessaire pour diminuer de moitié la concentration
initiale de DPPH.

IV.5.5. L’activité antimicrobienne

Les activités antimicrobiennes des nanoparticules d’argent ont été testés par la méthode
de diffusion discale, la culture des plaques ont été préparées en versant 20 ml de gélose Muller-
Hinton, les surfaces d’agar des plaques ont été tamponnées avec Bacillus subtilis, Escherichia
coli et pseudomonas aeruginosa isolats, et la croissance confluente était souhaitable pour des

résultats précis.

Des disques stériles (6 mm) ont été utilisés pour charger les suspensions AgNPs, cing
différentes concentrations ont été préparées (200,400,600, 800, 1000) pg/ml en dissolvant dans
du diméthyle sulfoxyde (DMSO), et ont été chargés dans des disques appropriés pour
déterminer le minimum concentration inhibitrice (CMI), définie comme étant la plus petite

concentration du produit pour laquelle aucune croissance n’est visible a 1’ceil nu.

Les disques séchés ont été places sur la surface du milieu échancré, a égale distance, pour
éviter le chevauchement des zones d’inhibition. Les disques ont été pressés doucement sur la
surface du milieu et ont été placés a au moins 25 mm du bord. lls étaient alors incubés a 37°c
pendant 24 h dans un incubateur, au cours de laquelle I’activité a été mise en évidence par la
présence de zones d’inhibition entourant les disques. Les diametres des zones de I’inhibition

ont ¢té mesurées en mm a la fin de la période d’incubation, et ont ét¢ enregistrées.
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e Préparation des suspensions bactériennes

Une ansée de colonies bien isolées (deux a trois colonies) est mise dans un tube stérile a vis

contenant 10 ml de Bouillon Muller-Hinton puis laissé incuber a 37 °C pendant 30 min au

minimum, pour favoriser leur croissance bactérienne.

Tableau 9 : Les souches bactériennes utilisées

) Caractéres . . ‘ )
Les Souches testées . . Habitats Pouvoir pathogene Reéf
bactériologiques
Escherichia coli L
W e -Septicémie méningite du
A nourrisson, de plaies
Gram — . opératoires et 113],
Le tube digestif P - [113]
gastroentérites. [114]
-Douleurs abdominales et
BT > des diarrhées sanglantes.
Pseudomonas
aeruginosa
-Infections nosocomiales
-Eau et sols s
. (personnes fragilisées ou
Gram — humides . e
immunodéprimées) [115]
-Surface des . .
. -Infections urinaires,
végétaux . .
oculaires et pulmonaires
Elle n'est pas pathogene
our I'nomme, mais elle
Gram + Eau et sols P . [116],
. peut contaminer des
humides i [117]
aliments et provoquer des
intoxications alimentaires.
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V.1. Caractérisation par UV-Vis

E.Aqueux

E.Aqueux aprés 1h
E.Aqueux aprés 24h
AgNPs (ag)

Absorbance

o e w = o= s
Wavelength [nm]

Figure 21: Spectre UV-Vis des AgNPs synthétisées par I'extrait aqueux

Comme illustré sur la figure 21, un changement sur les bandes d’absorption
caractéristiques de ’extrait aqueux apres 1’addition du précurseur AgNOs. Ce dernier est le
réactifs responsable de la formation des Ag NPs. Le spectre des Ag NPs synthétisé présente
un pont d’absorption a partir de A =380nm,ce qui confirme la formation des nanoparticules

d’Ag.

(b

Wavelength [}

Absorbance

et

T wavelemgh ol

Figure 22: les spectres UV-Vis des AgNPs synthétisées par les différents extraits : a)
Dextrait a base de I’hexane, b) l'extrait a base de chloroforme, c) l'extrait a base d’acétate

d’éthyle, d) l'extrait a base de 1-butanol
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La figure 22 représente 1’étude de la réaction de synthése des nanoparticules Ag par
UV-Vis. Apres ’addition de la solution d’ AgNOs au différents extraits , nous constatons un
changement sur les spectres par un effet hypochrome, ce qui confirme le déroulement d’une
réaction chimique entre les molécules actives existantes dans 1’ extrait ( polyphénols et
flavonoides hydroxylique ) et le précurseur AgNOs.Cette réaction est responsable de la

formation des nanoparticules d’Ag selon un procédé vert .

Le mécanisme proposé pour cette synthese est le suivant :

CO0R oooR COOR
Agy -1H"
. - . Y =245 =2
OH fl or Ag ol
o E orad a
e

JAZ +26 250

Ou
2H +2e — » 2H
A8+ H; — = 24040

V.2. Caractérisation par DRX
V.2.1. Le spectre DRX

Le spectre de diffraction des rayons X de la poudre de NPs Ag ¢élaboré par I’extrait

aqueux de L.corniculatus est présenté sur la figure suivante :

Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)

::MWMWWJI\&A“W e '/\f\-m./\%_APL\ J\q

1000 e

T R N R R REA R
F) % © 0 0 7

2Theta (Couplod TwoThola/Theta) WL 1,54060

Figure 23 : Le diagramme de diffraction des rayons X de la poudre de NPs Ag synthétisee
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Le diagramme de diffraction montre la présence des raies a 260 qui sont classé dans le
tableau ci-dessous.

Ces pics caractéristiques pour l'argent a été observé a 37,75° ;43,81° ;64° de 26 sont
attribués aux plans (1 1 1), (2 0 0) et (2 2 0) respectivement ( les pics les plus intenses). En
comparant les positions des pics de ces spectres avec celles rapportés sur la fiche JCPDS(04-
0783) relative au Ag, on a pu déduire que la poudre synthétisée présente une structure cubique

face centrée .

De plus il y a des pics a des valeurs 260 : 28,0°t 31,4°. Certains chercheurs ont justifie
que ces pics sont dus a I'interaction du nitrate d'argent avec les composés biologiques matrices.
Il révele le nitrate d'argent cristallin pur de synthese AgNPs. Ces pics pourraient étre dus a la
présence des agents de coiffage qui stabilise la nanoparticule. Les résultats de la DRX suggérent
également que la cristallisation de la phase bio-organique se produit sur la surface des
nanoparticules d'argent [118].

Par conséquent, la présence de ces pics peut étre attribués a des complexes minéraux tels
que AgsPO4[119].

Concernant I’intensité des pics, on observe clairement sur les spectres que le pic le plus
intense de Ag est situé a 20=37,759°. 1l correspond a laraie (1 1 1) ce qui montre que la majorité

des cristallites de Ag sont orientées selon cette direction.

Tableau 10 : Les raies a 24 de Ag synthétise

Angle Valeur de dhi Intensité Rel.
28,323 3,14849 5,4%
31,536 2,83463 11,6%
37,759 2,38058 96,7%
39,803 2,26291 1,9%
43,810 2,06477 38,2%
45,731 1,98236 9,5%
47,251 1,92210 1,2%
56,815 1,61917 3,7%
64,105 1,45149 30,5%
66,029 1,41378 1,8%
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AgNPs(chloroforme)
AgNPs(acétate)
AgNPs(1-butanol)
AgNPs(aqg)

Intensité (u.a)

'2thétadegreé” R

Figure 24: Le diagramme de diffraction des rayons X des AgNPs synthétisées

Sur la figure 24 , nous pouvons voir que tous les extrais utilisés pour la synthese des NPs
d’ Ag, ont donné des spectres DRX proches de celui de la fiche JCPDS(04-0783) relative au
NPS Ag [118] , mais les intensités des pics sont différentes .cela peut étre expliquer par

I’efficacité de chaque extrait ainsi que la quantité de la poudre utilisé pour I’analyse DRX.

V.3. Caractérisation par spectroscopique infrarouge a transformée de

Fourier (FTIR)

E.Agqueux |

E.Acétate === E.1-Butanol

Absorbance

3410 3117

Wavenumbers [1/cm]

Figure 25 : Les spectres IR des AgNPs synthétisées par les différents I'extraits.
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Les études spectroscopiques FTIR ont été réalisees pour identifier les biomolécules
possibles dans les différents extraits de L. corniculatus responsables du coiffage ce qui conduit
a une stabilisation efficace des nanoparticules d'argent. Comme montré dans la figure 25, les
bandes larges et fortes a 3410 et 3117 cm attribuées a la vibration d'élongation des
groupements O—H des composés polyphénoliques ou des flavonoides [120]. Les pics
d’absorption & 1626 et 1381 cm™* correspondent a la fonction amide | et 11 respectivement. Les
pics a 895 et 801 cm™ sont attribués aux vibrations de déformation =C-H hors du plan [121].
Le pic existant a 632 cm ! peut étre attribué a la vibration de déformation de CH des alcynes
[122]. Les résultats FTIR ont confirmé la participation des composés bioactifs présents dans
I'extrait de L. corniculatus comme les flavonoides et les polyphénoles dans la bio réduction du

nitrate d'argent et par conséquent la biosynthése des AgNPs.

Nos résultats sont en accord avec des études déja publiés sur la synthése des AgNPs en

utilisant divers extraits de plantes [123].

V.4, Etude morphologique par MEB

Pour étudier la morphologie des nanoparticules de Ag synthétisées ,on s'est servie de la
microscopie électronique a balayage.

Comme le montre la figure 26 les microphotographies de nanoparticules des échantillons
d’Ag présentent une nanostructure sphérique parfaite constituée d'une collection de cristallites.
Cependant, la taille des grains des nanoparticules caractérisées par DRX et calculée en utilisant
la formule de Debye-Sherrer est plus petite que les résultats observes par MEB. Ceci peut

s'expliquer par I'agglomération de nanoparticules.

Figure 26 : Imagerie par microscopie électronique a balayage (MEB).
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cps/eV

——aqueuy

10

Figure 27 : Image EDX pour les AgNPs

Composition chimique et nature cristalline du biosynthétisé des AgNPs ont été obtenus par

I'analyse EDX . En général, on sait que les AgNPs affichent des pics d'absorption optique

typiques dans la plage de 2,7 a 3,4 KeV due a la résonance plasmon de surface [124],[125].

La figure 27 a noté la présence d'un signal d'argent élémentaire a 3 keV qui assurait la

présence des AgNPs [126],[127].

V.5.

Activités antioxydantes

L’absorbance et I’activité antioxydant des différents extraits est donnée dans le tableau 11.

Tableau 11 : L’absorbance et Calcul d’activité antioxydante des différents extraits.

volumes

des extraits

(ul)
0
100
200
300
400
500
600
700
800

E. Hexane

Abs
0,553
0,433
0,385
0,353
0,334
0,347
0,337
0,321
0,307

| (%)
0
21,70
30,38
36,17
39,60
37,25
39,06
41,95
44,48

E. Chloroforme

Abs
0,553
0,273
0,296
0,374
0,500
0,595
0,707
0,823
0,917

| (%)
0
50,63
46,47
32,37
9,58
-7,59
-27,85
-48,82
-65,82
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E. Acétate
d'éthyle
Abs I (%)

0,553 0

0,292 47,20
0,329 40,51
0,287 48,10
0,264 52,26
0,261 52,80
0,286 48,28
0,332 39,96
0,369 33,27

E.1-butanol
Abs | (%)
0,553 0
0512 741
0,480 13,20
0,450 18,63
0,427 22,78
0,406 26,58
0,389 29,66
0,365 34,00
0,330 40,33
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I’extrait de I’hexane, le chloroforme et 1’acétate d’éthyle présentent un faible activité

antioxydante, tandis que I’extrait de 1-butanol a une activité antioxydante remarquable.

Les activités de I’extrait de 1-butanol sont représentées dans la figure 28.

L'activité antioxydante de I'extrait de 1-butanol

45,00
40,00
35,00
30,00

__ 25,00

A (%

20,00
15,00
10,00

5,00

0,00
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Volumes de I'extrait (ul)

Figure 28 : L’activité antioxydante de I’extrait de 1-butanol

On remarque que I’évolution de I’activité anti-radicalaire est dépendante de la
concentration de 1”’extrait de 1-butanol (elle augmente avec I’augmentation de la concentration

de I’extrait dans le milieu réactionnel), cette activité est due a la présence des polyphénols.

La diminution des absorbances du radical DPPH montre clairement le pouvoir réducteur

de P’extrait de 1-butanol.

V.6. Activité antimicrobienne

Le potentiel antibactérien des AgNPs est bien établi dans la littérature en raison de leurs
propriétés uniques telles que la perturbation des membranes cellulaires et des parois cellulaires,
interruption de la production de I'ATP et le blocage du transport et de la réplication cellulaires
[128],[129]. La zone d’inhibition pour la croissance bactérienne autour de chaque échantillon a

été mesurée et récapitulée dans le tableau 12 et illustrée dans la figure 29 .
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Tableau 12: résultats de activité antibactérienne de nos produits par la méthode de
diffusion discal.

Zone d’inhibition (mm)
Gram - Gram +
Concentrations(pg/ml)
o ) Pseudomonas ) -
Escherichia coli ) Bacillus subtilis
aeruginosa
200 11 11 13
400 12 11 13
AgNPs
600 12 12 13
(1-butanol)
800 14 13 15
1000 19 14 16
200 10 9 11
AgNPs 400 12 12 11
(acétate 600 13 12 11
d’¢éthyle) 800 16 14 15
1000 17 16 19
200 10 11 8
400 10 13 10
AgNPs
600 11 13 10
(chloroforme)
800 12 14 11
1000 13 15 12
200 10 11 9
400 12 13 12
AgNPs
600 12 13 14
(hexane)
800 12 14 14
1000 13 14 20
200 13 12 10
400 14 13 9
AgNPs
600 15 13 12
(aqueux)
800 20 14 12
1000 22 15 14
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Figure 29 : L’effet des AgINPs synthétisés par different extraits a différentes concentrations
sur le développement des souches bactériennes : (1)200xg/ml ;(2)600ug/ml ;(3)1000ug/ml .

Les diamétres des zones d‘inhibition renseigne sur la sensibilité d’une bactérie [130],

donc les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité :
e Souche résistante (D < 8 mm)
e Souche sensible (9mm < D < 14mm)
¢ Souche tres sensible (15mm <D <19 mm)
e Souche extrémement sensible (D >20 mm)

Afin d’examiner 1’activité antimicrobienne des nanoparticules d’argent synthétisées des
différents extraits, On observe que les différentes souches de bactéries étudiées réagissent

différemment, méme s’il s’agit de deux souches d’un méme gram bactérien.

La concentration la plus élevée (1000ug/ml) des AgNPs a montré le diamétre maximal
de la zone d'inhibition pour les différents extraits.
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les AgNPs de E. aqueux et E.1-butanol montre une efficacité antimicrobienne plus élevée
par rapport aux autres AgNPs a la concentration la plus basse (200ug/ml) et aux différentes
bactéries testées. d’autre part les AgNPs de E. Acétate, E. Hexane et E. chloroforme ont presque

la méme efficacité antimicrobienne a la méme concentration (figure 30).

14

B E.Acétate
M E.1-Butanol
E.Chloroforme
E.Hexane
W E.Aqueux
0 .

Escherichia coli Bacillus subtilis  Pseudomonas
aeruginosa

Zone d'inhibution (mm)
= =
B~ [e)] o] o N
1 Il 1 1 1

N
1

Les bacteries

Figure 30: Résultats de I’activité antimicrobienne a la plus basse concentration testé
(200ug/ml).

les résultats concernant les CMI des différentes souches bactériennes testées par les

AgNPs synthéses par différents extraits sont regroupées dans le tableau 13.

Tableau 13 : Concentration minimale d'inhibitrice (CMI) des différentes souches

bactériennes testées, pour les différents AgNPs synthétisées.

Les souches AgNPs

acierienncs (: gulizi) A;)gul\tl::o%- (acctate (Chlﬁ‘?gsjme) @é’xﬁﬁ;
! d’éthyle)
Escherichia
0 coli <200pg/ml  <200pg/ml  <200pg/ml <200pg/ml <200pg/ml
o
o))
3 Pseudomonas
: <200pg/ml  <200pg/ml  <200pg/ml  <200pg/ml  <200pg/ml
aeruginosa
= Bacillus
S subtilis <200pg/ml  <200pg/ml  <200pg/ml  <200pg/ml  <200pg/ml
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I’analyse des résultats du tableau 13 montre que les concentrations minimales inhibitrices
des AgNPs présentent des valeurs de CMI inferieur a 200ug/ml. Ces valeurs varient d’une

souche a une autre.
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Conclusion genérale

Conclusion générale

Durant ce travail nous avons réussi a produire des nanoparticules d’argent a partir d’une

solution de AgNO:s en utilisant I'extrait de L.Corniculus comme alternative verte .

Plusieurs techniques d’analyse ont été utilisées pour la caractérisation de nos échantillons:

la diffraction des rayons X, la spectroscopie infra rouge ,MEB EDX et la spectroscopie UV.

La spectroscopie UV-Visible montre une diminution de I’énergie de gap optique suite a

I’effet du confinement quantique par rapport au cristal massif.

Les diffractogrammes de DRX ont révélé une structure cubique face centré des

nanoparticules d’argent avec une taille nanométrique.

Les spectres FTIR ont confirmé la participation des composés bioactifs présents dans
I'extrait de L.corniculatus comme les flavonoides hydroxylique et les polyphénols dans la bio

réduction du nitrate d'argent et par conséquent la biosynthese des nanoparticules d’argent .

L’étude morphologique par MEB montre une nanostructure sphérique parfaite constituée

d'une collection de cristallites des nanoparticules synthétisées.

L’activité antioxydante a été¢ évaluée en utilisant la méthode de piégeage des radicaux
DPPH, les résultats prouve le pouvoir antioxydant de 1’extrait de L.corniculatus . L’étude de
I’activité antimicrobienne montre une activit¢ anti microbienne remarquables des

nanoparticules d’argent synthétisées.

Le protocole suivi pendant notre étude pour la synthése des NPs d’Ag peut étre étendu a

d'autres NPs metalliques.
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Fiche JCPDS (04-0783)

Name and formula

Reference code: 96-901-3048
Mineral name: Silver
Compound name: Silver
Common name: Silver
Chemical formula: Ag4.00

Crystallographic parameters

Crystal system: Cubic
Space group: Fm-3m
Space group number: 225

a (R): 4,1170
b (R): 4,1170
c (R): 4,1170
Alpha (°): 90,0000
Beta (°): 90,0000
Gamma (°): 90,0000

Calculated density (g/cm~3): 10,27
Volume of cell (10”6 pm~3): 69,78
RIR: 18,68

Subfiles and Quality

Subfiles: User Inorganic
User Metallic
User Mineral
Quality: None ()
References
Structure: Suh, I.-K., Ohta, H., Waseda, Y., Journal of Materials Science,
23, 757 - 760, (1988)
Peak list
No. h k 1 d [A] 2Thetal[deg] I [%]
1 1 1 1 2,37695 37,819 100, 0
2 2 0 0 2,05850 43,950 47,17
3 2 2 0 1,45558 63,904 28,0
4 1 3 1 1,24132 76,712 31,2
5 2 2 2 1,18848 80,803 8,9
6 0 4 0 1,02925 96,905 4,5
7 1 3 3 0,94450 109,286 16,5
8 0 4 2 0,92059 113,596 16,6
9 2 4 2 0,84038 132,871 20,2



