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Résumé
La nanotechnologie est un domaine multidisciplinaire, car elle combine les connaissances de
différentes disciplines: la chimie, la physique et la biologie, entre autres. Dans cette étude, la
biosynthése de nanoparticules d’argent est réalisée en utilisant 1'extrait des plants de grenadier
et verveine, ces nanoparticules bio-synthétisées sont caractérisées a l'aide du spectrophotomeétre
UV-vis et DLS, pour déterminer leur taille et leur composition, ainsi démontré que les
nanoparticules d’argent synthétisés présentent certaines activités
Nos résultats de caractérisation montrent que les nanoparticules d’argent ont été synthétisees
avec succes
D’autre coté, les nanoparticules d’argent synthétisées ont été montrés un effet bactéricide trés
efficace contre les trois types des microbien (Escherichia coli, championne et levure)

La somme des résultats obtenus au cours de cette étude montre clairement que Les
nanoparticules d’argent possédent un potentiel important pour les activités biologiques
investiguées. De ce fait, le
bio-ingrédients présents dans 1I’extrait de plante était efficaces pour la synthése des
nanoparticules
D’Ag avec une efficacité biologique qui offre la possibilité de 1’incorporer dans la

composition des produits alimentaires et pharmaceutiques.

Mots clés : nanoparticule, I’Argent, synthése verte, lancéolées de Punica granatum

(grenadier), d’Aloysia citriodora (verveine)



Abstract

Nanotechnology is a multidisciplinary field, as it combines knowledge from different
disciplines: chemistry, physics and biology, among others. In this study, the biosynthesis of
silver nanoparticles is carried out using the extract of pomegranate and verbena plants, these

bio-synthesized nanoparticles are characterized using the spectrophotometer

UV-vis and DLS, to determine their size and composition, thus demonstrating that the

synthesized silver nanoparticles exhibit certain activities

Our characterization results show that the silver nanoparticles have been successfully

synthesized
On the other hand, the synthesized silver nanoparticles have been shown to have a very
effective bactericidal effect against all three types of microbial (Escherichia coli, champion and
yeast)
The sum of the results obtained during this study clearly shows that silver nanoparticles have
significant potential for the biological activities investigated. Therefore, the
Bio-ingredients present in the plant extract were effective for the synthesis of nanoparticles
Ag with biological efficacy that offers the possibility of incorporating it into the composition
of food and pharmaceutical products.
Keywords: nanoparticle, Silver, green synthesis, lanceolate Punica granatum

(pomegranate), Aloysia citriodora (verbena).
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Introduction générale

Les nanotechnologies représentent aujourd’hui un domaine scientifique et technique
en plein essor. Elles sont en voie de constituer le cceur de la prochaine révolution industrielle.
Les progres récents en nanotechnologie ont conduit a la vaste le développement dans
différents domaines contenant une synthese de nanoparticules, nanotubes et nano-fils, grace a
leur diffusion Raman en surface améliorée (SERS) et a la résonance Plasmon de surface
(SPR). Les nanoparticules metalliques ont une large considération en raison de sa demande
dans la variété des domaines, y compris les sciences biomédicales, l'industrie chimique,
I'électronique, la livraison de médicaments-géne et biocapteur, etc. [1]. Actuellement, un
grand nombre des produits chimiques et physiques .Des approches sont disponibles pour
synthétiser divers types de Nanoparticules métalliques, mais elles sont seulement limitées. Il y
a plusieurs problemes qui se posent lorsque les nanoparticules sont synthétisées par des
méthodes chimiques qui comprennent [l'utilisation de produits chimiques toxiques et
dangereux par les produits. Cependant, la synthése de nanoparticules métalliques a travers la
voie verte est une méthode écologique et rentable sans utilisation de produits chimiques
difficiles [2]. Parmi de nombreuses nanoparticules métalliques, les nanoparticules d'argent
Colloidal ont suscité leurs propriétés mécaniques et biologiques avec des technologies de
pointe [3]. Spécialement, Les nanoparticules d'argent ont récemment été trouvées
potentiellement utiles dans les capteurs de gaz et les cellules solaires a colorant [4].
Cependant, des preuves limitées seulement accessibles pour la synthese verte des
nanoparticules d’argent colloidal et son rdle dans la dégradation du colorant photo-
catalytique. Ceci est principalement obtenu par l'utilisation
d'extraits de plantes ou de fruits [5] et de bios organismes [6].

Ces méthodes vertes sont peu codteuses, rapides, efficaces et conduisent généralement a la
formation de nanoparticules cristallines avec une variété de formes (sphéres, tiges, prismes,
plaques, aiguilles, feuilles ou dendrites), avec des tailles comprises entre 1 et 100 nm. Ces
caractéristiques dépendent principalement des paramétres du processus, tels que la nature de
I'extrait végétal et les concentrations relatives de I'extrait et du (s) sel (s) métallique (s), le pH,
la température et le temps de réaction, ainsi que le taux de mélange de I'extrait végétal Et sel
(s) métallique (s) [7].

Dans ce contexte, I’objectif global de ce travail est d’étudier la possibilité de synthese de
nanoparticules d’argent colloidal a l'aide d'extrait des feuilles de grenadier et verveine , et

caractérisation de ces nanoparticules par, UV visible, diffusion dynamique de la lumiére

1



(DLS) , présentent activités antimicrobienne .

Le mémoire décrivant ce travail est entame par cette introduction générale qui donne une idée
sur I’importance du théme abordé tout en exposant clairement 1’objectif visé.

Dans le chapitre I, est consacrée a une étude bibliographique sur Nanoparticule, et argent
colloidale Ou nous avons présenté une synthése sur les d’argent colloidale : Méthode de
synthése, les propriétés, la caractérisation et applications de ’argent colloidale. Le chapitre I,
traite la synthése verte des nanoparticules d’argent a partir de I’extrait des feuilles de
grenadier et verveine.

Le chapitre 111, présente la méthode de préparation et chapitre IV les résultats et discutions
obtenus au cours de ce travail. Une conclusion générale récapitule les principaux résultats

obtenus au cours de ce travail et les perspectives.



CHAPITRE 1 :
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE



Depuis la découverte des particules fines comme les nanoparticules, ’homme a
utilisé ces produits dans plusieurs secteurs industriels et crée une nouvelle technologie.
Dans ce chapitre nous allons définir la nanoparticule des exemples utilitaires d’utilisation les
nanoparticules I’argent colloidale et ses secteurs. De plus nous classerons les nanoparticules.
Enfin nous définirons les propriétés de nanoparticules Ag colloidale et citerons leurs

applications [8].

I- Nanoparticules d’Argent colloidal

1.1 - Définition d’une nanoparticule

Selon la commission européenne (2013), le nanomatériel est défini comme un matériel
naturel accessoire ou manufacturé contenant des particules ayant au moins une dimension
entre 1-100 nm a 1’état non 1i¢ ou comme agrégat Ces matériaux peuvent étre de différentes

dimensions : 0D, 1D, 2D ou 3D (Figure 1.1) [9]
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Figure 1.1 : Gamme de tailles des nanoparticules comparées a celles Des principales
Structures chimiques et biologiques [9].



I.2- Origine des nanoparticules

1.2.1- Nanoparticules naturelles

Un grand nombre de nanoparticules d’origine naturelle sont présentes dans
I’environnement (poussiéres émises par combustion ou par les volcans, produites par
érosion). Parmi elles, on note les imogolites et allophanes, nanoparticules naturelles qui se
présentent sous la forme de tubes (imogolites) ou une forme décrite comme sphérique mais
dont la structure reste imprécise (allophanes). Les imogolites et allophanes sont des
aluminosilicates structurés a courte distance résultant de 1’altération de verres et de cendres

volcaniques [10].

1.2.2- Nanoparticules artificielles (industrielles ou manufactureées)

Elles sont produites intentionnellement a 1’échelle industrielle par I’homme .A 1’aide
de différents matériaux tels que les oxydes métalliques, les métaux, le carbone, les polymeres
et les lipides [11].

1.2.3- Les nanoparticules accidentelles

Elles proviennent des procédés chauds par exemple : Feux de bois, gaz d’échappement
de véhicule, freinage [12].
1.3-Généraliste sur I’argent colloidal
1.3.1- Propriétés de I’Argent
1.3.1.1- Propriétes chimiques

L'argent est I'un des eéléments de base qui composent notre planete. C'est un élément
rare, mais naturel, un peu plus que I'or et tres ductile et malléable. L'argent pur a la plus haute
conductivité électrique et thermique de tous les métaux et a la plus faible résistance de contact
[13].L'argent peut étre présent dans différents états d'oxydation: Ag0, Ag”*, Ag3+. Ces

derniers sont les plus abondants, ces derniers étant instables dans I'environnement aquatique



L'argent métallique lui-méme est insoluble dans I'eau, mais les sels métalliques tels que
I'’AgNO3 et 1’AgCl sont solubles dans I'eau [14]. L'argent métallique est utilisé pour la
prothése et les attelles, les fongicides et le calage.

Des composés d'argent solubles tels que des lames d'argent ont été utilisés dans le traitement
de la maladie mentale, de I'épilepsie, de I'addition de nicotine, de la vascularité et s maladies

infectieuses, y compris la syphilis et la gonorrhée [15].

1.3.1.2-Propriétés physiques

L’argent (Ag) est le deuxiéme élément du premier groupe secondaire (IB) du tableau
périodique, ¢’est un métal noble plus réactif que 1’or. Sa résistance mécanique peut étre
améliorée par addition de cuivre. 1l a une excellente conductivité, propriété utilisée en
¢lectronique. L’argent métallique se déforme facilement a froid, par martelage ou par

étirement et il se cisele facilement. Les sels d’argent sont photosensibles et sont utilisés en

photographie [16] Le Tableau01 montre les propriétés caractéristiques de I’argent.



Propriété

Ag

Configuration électronique

Résistivité €lectrique (puf2em)

Potentiel standard (V)

Electronégativité

[Kr] 4d™ Ss’

Numeéro atomique- poids 47 —107.87
Structure eristalline CFC
Densite (g em’ ) 10.5

Rayon atonuque (nm) 0.153
Premuére énergie d’iomisation (kJ mol-1) | 758

Vitesse de Fermi (mv's) 1.39 10°
Energie de Fernu (eV) 5.49

1.59 (20°¢)

Température de fusion (K) 1235.43
Température d’ébullition (K) 2485
Conductivité thermique (W m™' K') 429
Conductivité €lectinique (S m-1) 63 10°

0.779 (Ag /Ag)

1.93

Tableau I.1: Propriétés et caractéristiques de 1’ Argent [16].

1.3.1.3-Propriétés biologiques

Les composés d'argent ont révélés une efficacité contre les bactéries aérobies et
anaérobies en précipitant les protéines cellulaires bactériennes et en bloguant le systéme
respiratoire microbien selon [17].

1.3.2- Formes d’utilisation de I’argent en thérapeutique

On distingue 4 formes principales : les sels d’argents solubles dans 1’eau, les solutions
de particules d’argent sous forme colloidale non dissoutes, en suspension stable, les composés
organiques peu solubles et I’argent métallique solide en bloc ou pulvérisé (poudre argentique).

On s’intéressera particulierement a la forme colloidale.
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1.3.2.1- Sels d’argent :

Les sels d’argent, au niveau d’une plaie par exemple (pansement, dispositif médical),
Vont étre immeédiatement solubilisés par les exsudats. Ces derniers vont précipiter avec les
Anions présents dans les plaies (généralement Cl-) et former un précipité peu soluble (AgCl).
Il se formera alors un équilibre régit par la température :

AgClI "« Ag+Cl

L’argent sous forme de sel AgCl n’aura aucune action bactéricide.
Les sels d’argent sont essentiellement retrouvés dans les dispositifs médicaux. On les retrouve
sous forme de sels de nitrate, d’oxyde, de sulfate, de carbonate, d’acétate, de benzoate, de
chlorure, de fluorure, d’iode, de lactate et de phosphate. Ils seront dispersés dans des
polyméres, des fibres ou juste déposés en film a la surface des dispositifs médicaux. Le
relargage des ions Ag+ sera différent en fonction du fait qu’ils sont intégrés dans le matériau,

ou déposes en film a la surface du dispositif médical [18].

1.3.2.2- Les composés organiques

Il existe de nombreux composés organiques contenant de l'argent sur le marché
comme l'oxalate d'argent utilisé dans le traitement. La capacité de l'oxyde d'argent a
combattre les infections tout en favorisant de multiples aspects de la cicatrisation in vivo offre
une nouvelle alternative aux pansements antimicrobiens actuellement disponibles. Un autre
mécanisme par lequel I'oxalate d'argent peut favoriser la cicatrisation des plaies est sa capacité
a augmenter les niveaux d'oxygene dans les tissus de la plaie [19].
La sulfadiazine argentique est également un composé organique, La sulfadiazine d'argent
s'avere étre un agent antimicrobien topique trés efficace pour le contréle des infections des
bralures [20].

1.3.2.3- L argent sous forme métal

L'argent s'oxyde spontanement a l'air libre ou au contact de I'oxygene qui y est
dissous sécrétions; Cette oxydation provoque la formation d'oxyde d'argent, Ag,O, a partir
duquel, il est produit.

Des ions d'argent sont libérés :
L'argent se trouve généralement sous forme de métal sous forme de nanoparticules dans les

dispositifs médicaux. Il affiche des propriétés antibactériennes améliorées grace a sa structure
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cristalline et son faible rapport volume/surface. L'argent métal permet une libération controlée
et continue des ions argent dans le milieu.

Les oxydes d'argent suscitent de plus en plus d'intérét dans les applications médicales pour
leur potentiel antibactérien et antimicrobien exceptionnel. Des études récentes indiquent que
le nano oxyde d'argent a des effets anti-inflammatoires remarquables, favorise la cicatrisation

des plaies et est un nouvel agent antiulcéreux [21].

1.3.2.4- Solutions d’Argent colloidal

Un colloide est un mélange de particules de trés petite taille qui sont en suspension
dans une solution liquide. La taille de ces particules est mesurée en nanometres.
Dans le cas de I'argent colloidal, par exemple, de minuscules particules d'argent « flottent »
dans de l'eau ultra-pure. Lorsque les colloides sont de vrais colloides, les particules ne
s'agglutinent pas et ne se déposent pas au fond du flacon.
Cette suspension réguliére et constante des particules est un indicateur de la qualité de la

solution colloidale [22].

00°o0 00 aggregation
00 O @ &
% °° % Q® ‘ sédimentation
> ool ® ¥
o (o] © (o]
0°00 0 gooadboo
colloides stables ' colloides instables

Figure 1.2 : Un exemple de dispersion colloidale stable et instable. Dans le second cas, on

observe que les particules s'agrégent (agrégation) et sédimentent (Sédimentation)

1.4.1 - Les colloides

Le terme "colloide™ a été employé pour la premiére fois par Thomas Graham en1861.
C'est un mot d'origine grecque, kolla, qui signifie "colle”. Il désigne une substance composée
de particules ultra fines suspendues dans un milieu différent. Ces particules peuvent étre
gazeuses, liquides ou solides. Le milieu peut lui aussi étre gazeux, liquide ou solide.
Les colloides ont de nombreuses formes : des particules liquides ou solides suspendues dans



un milieu liquide constituent une émulsion (lait, latex, huile dans de l'eau...); des particules
liquides suspendues dans un milieu gazeux forment un brouillard ; des particules solides en
suspension dans un milieu gazeux forment une fumée. Le sang et les liquides lymphatiques
sont aussi des suspensions colloidales. Pour pouvoir étre utilises par l'organisme, les
nutriments doivent passer de I'état cristallin a I'état colloidal.

Dans un systeme colloidal ou une solution colloidale, les particules doivent étre insolubles :
elles ne se dissolvent pas dans la solution ou la suspension.

La taille d

es particules joue un réle essentiel pour définir le type de systéme dont il s'agit. En dessous de
1 nanometre, le systéme tendra vers la solution "vraie" (ou "systéme moléculaire™). Entre 1
nm et 100 nm, le systeme peut étre qualifié de "colloidal".

Au-dessus de 100 nm, on aura tout d'abord des systéemes qui présentent encore la plupart des
caractéristiques des colloides, puis on se dirige ensuite vers des suspensions de plus en plus
grossieres selon le tableau 1.1. On ne peut pas établir de point précis séparant les solutions

vraies des solutions colloidales parce que la transition se fait insensiblement [23].

Diameters | 0,1nm 1nm 100nm 1p 100 p 1 mm
Solution varies | Solution colloidal emulsions et suspensions —
particles de plus en
plus grossieres
region de I'ultramicroscope | region du microscope
Type les pa_rticules sont animées d'un movement pas de movement brownien
brownien** visible
de system : : - -
les particles passent a traverse le papier-| les particules sont retenues par le
filtre ordinaire papier-filtre ordinaire
les particules font prevue d'une solubilité/les  particules on une
accrue solubilité normale

Tableau 1.2- Caractéristiques des colloides [23].

1.4.2 L'argent colloidal

L'argent colloidal est un type de colloide consistant en particules solides (argent) en
suspension dans un liquide (eau distillée ou désionisée). La plupart des produits commerciaux
contiennent en fait presque exclusivement (de 80 a 95 %) une autre forme d'argent appelé
"ions". Le terme "argent colloidal" employé pour désigner tous les produits commerciaux
courants est donc en fait impropre du point de vue scientifique.
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1.4.3- lon d'argent

L’ion d’argent est un atome d'argent auquel il manque un électron. De ce fait, ayant
perdu une charge négative (électron), I'ion d'argent est porteur d'une charge positive et devient
soluble (cette solubilité est limitée et peut se mesurer). L'argent dissout n'est plus métallique
et demeure invisible méme sous le microscope le plus puissant ; contrairement a l'argent
colloidal, il ne reflete pas la lumiére. Les particules d'argent métallique qui forment I'argent

colloidal sont porteuses d'une charge négative et non positive comme les ions [23].

I.5- Caractéristiques des solutions d'argent colloidal

1.5.1-Taille des particules

Le principal critére de qualité et d'efficacité d'une solution d'argent colloidal est la
taille de ses particules. Il y a une relation étroite entre la taille des particules et I'efficacité du
produit.

» Les particules colloidales doivent étre suffisamment fines pour ne pas s'agglutiner
Entre elles. En effet, au-dela d'une certaine taille, elles sont attirées les unes vers les autres et
Cherchent a s'unir. Ce phénomene peut alors faire "boule de neige", jusqu'au moment ou
L’argent précipite et se dépose au fond de la solution sous I'action de la pesanteur. Bien sar,

Plus il y a d'argent qui précipite, plus le produit perd de son efficacité [24].

» Outre le phénoméne de précipitation mentionne ci-dessus, la taille des particules
Détermine aussi leur surface de contact avec les micro-organismes, et celle-ci détermine a son
Tour une grande partie de la valeur thérapeutique du produit. Plus les particules sont fines,
plus Leur surface de contact est étendue et plus elles seront a8 méme de pénétrer et de se
disperser Dans les tissus. En d'autres termes, pour augmenter la capacité germicide d'une
quantité d’argent donnée, il faut exposer a I'eau une surface de metal maximum. Ceci s'obtient
en Fragmentant I'argent en particules les plus fines possibles. Ainsi donc, un produit de haute
qualité contiendra un maximum de particules de la taille la plus petite possible.

Dans un produit ancien comme le collargol, la taille moyenne des particules était de 20 nm.
Les meilleurs produits actuels ont des particules dont la taille descend en dessous du
nanomeétre. Pour donner une idée de ce que cela représente, I'un des virus les plus minuscules,

le virus du rhume (rhinovirus) a une taille de 20 nm.
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1.5.2-Concentration

La quantité réelle d'argent dans une solution colloidale se mesure en milligrammes
par
Litre. Dans la pratique, on utilise le plus souvent une mesure équivalente : les parties par
million (ppm). Ceci désigne le nombre de parties d'argent (en poids) pour chaque million de
parties d'eau. Par exemple, 10 parties par million signifie 10 parties d'argent pour un million
de parties d'eau (note 10 ppm), et équivaut a 10 mg/I.
D'aprés l'expérience des utilisateurs et des fabricants, et d'aprés les tests effectués en
laboratoire, il semble qu'aucune affection ne nécessite de concentrations supérieures a 30
ppm. La plupart des solutions commerciales ont une concentration de 5, 10 ou 20 ppm.
Comme on I'a expliqué précédemment, plus les particules sont petites, plus la solution est
Efficace, pour une quantité d'argent équivalente. Ingérer, par exemple un morceau d'argent
Métallique d'un milligramme n'aurait pas beaucoup d'effet. Par contre, si ce milligramme
Etait divise en un million de particules d'argent, il serait beaucoup plus efficace parce que
chaque particule d'argent s'attaque a un micro-organisme pathogéne. Donc, a concentration
égale, ce produit est un million de fois plus efficace que le précédent. C'est pourquoi il n'est
pas nécessaire d'avoir de fortes concentrations si I'argent est divise en un nombre maximum
de particules. En outre, plus la concentration des particules augmentent, plus ces particules ne
vont
Avoir tendance a s'agglomérera, et finalement a précipiter. Si bien qu'au-dela de 50 ppm, la

Solution nécessiterait un stabilisant qui en réduirait I’efficacité [24].

1.5.3-Qualité de I'eau

L’argent colloidal doit étre prépare avec une eau de haute qualité (double ou triple
distillation ou desionisation). En effet, si I'eau utilisée contient trop de solides dissouts, les
ions d'argent produits vont se combiner avec ces solides pour former des sels d'argent
potentiellement toxiques. En outre, une telle eau posséde une conductivité trop élevée qui
engendre la formation de grosses particules. L'eau du robinet, I'eau minérale et méme une eau
filtrée par osmose inverse sont donc proscrites.
Les chercheurs qui ont étudie les propriétés et la structure de I'eau ont méme conclu que
L’eau distillée était une eau "morte™ et qu'il fallait lui préférer une eau non dénaturee par la

Chaleur, I'eau des ionisée.
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1.5.4-Qualité des électrodes

Les électrodes doivent elles aussi étre d'un degré de pureté suffisant pour éviter la
formation d'ions plus ou moins toxiques. La pureté conseillée est généralement de 99.99 %,
mais 99.9 % semble aussi trés acceptable comme le montre I'expérience effectuée par Peter

Lindemann.

1.5.5-Couleur

Un indicateur simple, mais fondamental, la qualité d'une solution ionique d'argent
colloidal est la couleur qu'elle présente. En fait, il faudrait plut6t dire I'absence de couleur,
puisque les meilleurs produits sont parfaitement incolores. A mesure qu'augmente la
concentration et/ou la taille des particules, on voit apparaitre une certaine teinte : jaune péle,
puis or, brun, rouge et noir. Le brun, rouge et noir indiquent des produits de qualité
inacceptable. Il faut noter que les suspensions colloidales métalliques décrites plus loin

(Mesosilver, Advanced Colloidal Silver) présentent naturellement une couleur brune [25].

1.5.6-Stabilité, conservation

Au bout d'un temps plus ou moins long, les particules d'argent finissent par perdre
leur charge électrique et précipitent. Pour prolonger la durée de vie du produit, il est bon de le
conserver dans des récipients en verre. Le plastique réagit avec les particules porteuses d'une
charge electrique qui finissent par précipiter. En outre, I'exposition a la lumiére dégrade
rapidement la solution. Des récipients en verre colore (brun ou bleu-cobalt) permettent de

minimiser ce phénomeéne [25].

|.6- Mécanismes d’action de I’argent colloidal

Selon I'Ilmmunologique Research Foundation, « L'argent colloidal détruit bactéries,
virus et autres microbes d'au moins 3 manieres menant a la désactivation définitive de I'ADN

et des Protéines de la bactérie, sans dommages sur les tissus :
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1.6.1-Désactivation des enzymes des bactéries

Les nanoparticules d'argent peuvent se lier a des protéines, formant des complexes
avec des donneurs électroniques contenant des atomes d'oxygene, de phosphore, d'azote
ou de soufre. C'est l'interaction avec les groupes thiol qui est la mieux décrite dans la
littérature. Ainsi, les nanoparticules d'argent conduisent a l'inactivation d'enzymes et de
protéines liées a la membrane par interaction avec des liaisons disulfure et le blocage du
site actif [26].

1.6.2-Perturbation des protéines membranaires externes des organismes

pathogeénes :

Les nanoparticules d'argent sont capables d'interagir physiquement avec la surface
cellulaire de diverses bactéries. C'est notamment le cas des bactéries Gram-négatives ou de
nombreuses études ont été observées sur I'adhésion et I'accumulation d’AgNPs a la surface des
bactéries. Les nanoparticules d'argent ont la capacité de s'ancrer dans la paroi cellulaire
bactérienne et de la pénétrer par la suite, provoquant ainsi des changements structurels dans la
membrane cellulaire, ce qui rend les bactéries plus perméables. Les AgNPs s'accumulent sur
la cellule membranaire crée des lacunes dans I'intégrité de la bicouche qui la prédispose a une

augmentation de la perméabilité et finalement a la mort cellulaire bactérienne [27].

1.6.3-Inhibition de la reproduction des bactéries par association avec leur
ADN

Les ions d'argent peuvent également interagir avec des composés contenant du
phosphore (par exemple, I'ADN). L'interférence avec les processus de réplication de I'ADN,
qui arréte la prolifération bactérienne et diminue le nombre de cellules au fil du temps, est
également mentionnée par d'autres auteurs comme consequence de I'exposition aux ions

argent se dissolvant des nanoparticules d'argent [28].
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I.7- Méthodes de synthéses de I’argent colloidal

1.7.1-Synthese physique des AgNPs

La synthese physique des AgNPs excelle dans la production d'une distribution
uniforme
et équitable des AgNPs préparés sur un film mince en raison de I'absence de contamination
par le solvant. Méthode de condensation de vapeur et laser I'ablation sont les approches
physiques largement utilisées dans la synthese des AgNPs. Condensation de vapeur est une
méthode en deux étapes impliquant le processus d'évaporation et de condensation qui portent
dans un four tubulaire & pression atmosphérique [29].
La gamme de tailles de nanoparticules obtenues a partir de cette méthode sont dans la gamme
de 3 nm a 50 nm. Les inconveénients de la synthese physique des AgNPs est-ce un processus
qui prend du temps et nécessite une grande quantité d'énergie, ce qui peut également
provoquer la température ambiante a augmenter. 1l est également difficile d'atteindre la
stabilité thermique en raison de la haute énergie, un four tubulaire typique nécessite une
consommation d'énergie élevée supérieure a plusieurs kilowatts et un temps de préchauffage

de plusieurs minutes afin d'atteindre une température de fonctionnement stable [30].
1.7.2-Synthese chimique de nanoparticules d'argent

La méthode de réduction chimique implique la réduction d'AgNO 3 en solution
aqueuse par un agent réducteur efficace en présence d'un stabilisant approprié, ce qui est
nécessaire pour protéger la croissance des particules d'argent par agrégation. Lors de la
formation de nanoparticules d'argent par le procédé de réduction chimique, certains des
parameétres tels que la taille des particules et de I' agrégation état de nanoparticules d'argent
sont affectées par initial AgNO ;de concentration, unagent réducteur, AgNO j; rapports
molaires et les concentrations de stabilisant[24].Tant des méthodes sont suggérées pour la
synthese chimique de la formation de nanoparticules d'argent; méthode de réduction chimique
[31].

Méthode aux polyols et procedé radio lytique ont été développeés pour la synthése de
nanoparticules d'argent. La méthode la meilleure et la plus simple pour produire des
nanoparticules sans agrégation, a haut rendement et a faible colt de préparation est la

méthode de réduction chimique [32].
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Figure 1.3 : Synthése chimique de nanoparticules d'argent

1.7.2.1-Réduction chimique d’une solution d’ions Ag+ :

L’argent métallique s’obtient par réaction d’oxyde réduction de 1’ion argent selon la

réaction suivante :
+ - 0
Ag +e =2 Ag

Cette réaction de base peut s’effectuer a partir de différents sels, dans différents milieux et
selon différentes méthodologies. Le choix de ’agent réducteur est également important. I
peut aussi bien étre toxique et présenter des dangers pour I'environnement et la santé.

Le tableau suivant regroupe les différents travaux utilisant la réduction chimique en solution

pour synthétiser des nanoparticules d’argent [33].
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Morphologie et taille

Solvant Rednctenr Agent stabilisant : )
des particules
NH,OH, HC1
(Chlorhydrate Manospheres
dhydroxylamine)
Nanofils ou
Citrate de Sodinm Citrare de Sodimm nanoespheres 50-100
nm
Reactif de Tollens Manospheres
: Struciare squelette
Eau MNickel de Raney (porcuse) %%Eﬁg
NaBH. Dodécanethiol Nanosphéres 2—7 mm
Ethyléne glycol PVP MNamofils 30—60nm
Ethyiéne plyvrol PVP MNanocubes
c’m_“”m.]-ma. Vésicules MNanosphéres 306
(agent tensio-actif .- :
_— nmltilamellaires nm
oM 10TLCELe)
Ion Ion Resean de
phosphotunzstate phosphomngstate nanoparticules
Diméthylacetanude PEG Manospheres
Manoprismes et
DMF PVF nanosphires
Acétonitrile Tétrathiafulvalene Nancarticules
Organique ) dendritiques
Aride ascorhigue e =Ons s Manotriangles
de tige
Radicaux libres
obtenus par AAD Manofils
sonication

Tableaux 1.3 - Réduction chimique de I’argent en solution

1.7.3-Méthode biologique (Synthése verte)

Pour la production de nanoparticules métalliques, il existe trois composants
importants qui sont les suivants :
pouvant é&tre utilisé pour la stabilisation du métal d'intérét 24 La biosynthese des
nanoparticules est considérée comme un processus vert, car la biomasse elle-méme peut agir a
la fois comme agent réducteur et comme agent stabilisant. De plus, la plupart des approches

de biosynthese a médiation végetale pourraient étre réalisées en milieu aqueux a la place de

I'agent réducteur, I'agent stabilisant et le milieu solvant

solvants organiques, ce qui est un autre avantage et apparemment plus écologique et rentable.

La popularité croissante des méthodes vertes a déclenché la synthese d’AgNPs a l'aide de
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différentes sources, comme des bactéries, des champignons, des algues et des plantes,
entrainant une production a grande échelle avec moins de contamination. La synthese verte
est un procédé respectueux de I'environnement et biocompatible généralement réalisé en
utilisant un agent de coiffage/stabilisant (pour contréler la taille et empécher

I'agglomération), extraits de plantes, levures ou bactéries [34].

1.7.3.1-Synthese d'AgNPs en utilisant des bactéries

Les matieres inorganiques sont produites par des bactéries extra ou
intracellulaires. Cela en fait des bio-usines potentielles pour la formulation de NP de métaux
nobles comme I'or et I'argent, comme le montre la figure 1.4. Les Ag-NPs sont connues pour
étre biocompatibles, mais certaines bactéries sont connues pour étre résistantes a I’Ag [34].
Par conséquent, ces bactéries peuvent agréger Ag sur les parois cellulaires, recommandant
ainsi leur utilisation dans la récupération industrielle d'Ag a partir de minerais Initialement,
Klaus et al ont rapporté que les AgNPs ont été synthétisées en utilisant des souches
bactériennes résistantes a I'Ag Pseudomonas stutzeri AG259. Ces cellules accumulent des Ag-
NPs en grande quantité jusqu'a 200 nm. Les AgNPs ont été synthétisés par Shivaji et alen
utilisant des surnageant de culture de bactéries psychrophiles. Kalimuthu et alont illustré la
synthése d’AgNPs par Bacillus licheniformis, ou la solution aqueuse d’AgNOs ajoutée a la
biomasse de B. licheniformis, le changement de couleur du jaune blanchatre au brun indique
la formation d’AgNPs avec la gamme de tailles de 50 nm et ont été stabilisés par une enzyme
nitrate. Les Ag-NPs ont également été synthétisées par Nanda et Saravanan a l'aide de
surnageant de culture de Staphylococcus aureus . Cependant, pour une synthése rapide des
AgNPs, les surnageant de culture de diverses bactéries d’entérobactéries peuvent étre utilisés.
[35].

Addition of bacteria biomass
- to \g\() Solution
Bacteria -

Biomass AgNO, Solution

Antibacterial activity

Air Disinfection e

Food packaging Applications

Figure 1.4: Schéma de principe de la synthese des Ag-NPs en utilisant des bactéries
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1.7.3.2-Synthese d'Ag-NPs a I'aide de champignons

Dans la synthese des nanoparticules, l'utilisation de champignons est un ajout
relativement récent a la liste des micro-organismes. En comparaison avec les champignons et
les bactéries, les champignons ont la capacité de produire de plus grandes quantités de
nanoparticules car ils peuvent sécréter d'énormes quantités de protéines qui se transforment
directement en une productivité plus élevée de nanoparticules [36].

La production de nanoparticules d'argent par les champignons suivrait ce qui suit étapes :
piégeage des ions Ag * a la surface des cellules fongiques et la réduction subséquente des ions
argent par les enzymes présentes dans le systeme fongique. Une syntheése prometteuse de
nanoparticules apparait par [l'utilisation d'enzymes spécifiques sécrétées par les
champignons. Cela conduirait a la possibilit¢ de modifier génétiguement des micro-
organismes pour surexprimer des molécules réductrices spécifiques et des agents de coiffage
et, ainsi, contrdler la taille et la forme des nanoparticules biogéniques. Le principal avantage
de la production de nanoparticules extracellulaires a partir de champignons est qu’une grande
guantité d'enzyme qui est a I'état pur et exempte de protéine cellulaire peut étre facilement

appliquée pour le processus en aval simple [37].

1.7.3.3-Synthese d'Ag-NPs a l'aide de plantes et d'extraits de plantes

Ont illustré que la premiere approche de l'utilisation de plantes pour la synthése de
NP métalliques a été réalisée en utilisant des germes de luzerne, qui était la premiére
description de la synthése d'Ag-NPs a laide d'un systeme végétal vivant. Les racines
de luzerne ont la capacité d'absorber I'Ag du milieu gélosé et de les faire voyager dans les
pousses de plantes dans le méme état d'oxydation. Dans les pousses, ces atomes d'Ag se sont

arrangés pour produire des Ag-NPs.

L’utilisation d'extrait végétal en synthese verte a stimulé diverses investigations et étudiées
jusqu'a présent. Il a été démontré que la formation de NP métalliques a l'aide d'extraits de
plantes pouvait étre terminée dans la solution de sel métallique en peu de temps a température
ambiante en fonction de la nature de I'extrait de plantes. Aprés la selection de I'extrait de
plante, les principaux parametres affectant sont la concentration de I'extrait, la température, le

sel métallique, le pH et le temps de contact [37].
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Outre les parametres de formation, la question principale est la sélection de la plante a partir
de laquelle I'extrait pourra étre utilise. Les avantages de l'utilisation de plantes pour la
formation de NP sont que les plantes sont facilement accessibles et slres a manipuler et ont
une large gamme d'agents actifs qui peuvent faire progresser la réduction des ions
Ag. Principalement les parties de la plante comme les racines, le latex, la tige, les graines et

les feuilles sont utilisées pour la synthese des NP [38].

Le point intéressant est I'agent actif présent dans ces parties, qui permet la stabilisation et la
réduction et les extraits de plantes incorporent des biomolécules qui agissent a la fois comme
agent réducteur et stabilisant qui produisent des NP stables et a forme contrdlée. Les
principaux composés qui influencent la réduction et le coiffage des NP sont les biomolécules,
c'est-a-dire les terpénoides, les polysaccharides, les composés phénoliques, les alcaloides, les
flavones, les acides aminés, les composeés alcooliques, les enzymes et les protéines.

Pour la production de nanoparticules métalliques, il existe trois composants importants qui
sont les suivants : I'agent réducteur, I'agent stabilisant et le milieu solvant pouvant étre utilisé
pour la stabilisation du métal d'intérét [39].

La biosynthese des nanoparticules est considérée comme un processus vert, car la biomasse
elle-méme peut agir a la fois comme agent réducteur et comme agent stabilisant. De plus, la
plupart des approches de biosynthese & médiation végétale pourraient étre réalisees en milieu
aqueux a la place de solvants organiques, ce qui est un autre avantage et apparemment plus

écologique et rentable [40].

1.7.3.4-La bioréduction (mécanisme)

Les produits chimiques utilisés lors de ces synthéses sont souvent toxiques, couteux
et non respectueux de I’environnement.
Depuis quelques années la communauté scientifique étudie plut6t les organismes vivants
Comme biréacteurs pour fabriquer les nanoparticules [41].
La bio reduction est une méthode prometteuse en raison de ses avantages particuliers tels que
les ressources suffisantes des matieres premiéres, les conditions de réaction bénigne,
I’obtention des nanoparticules présentant une distribution fine des tailles des particules ainsi

que I’utilisation de peu d’additifs chimiques toxiques. Cette méthode de préparation des
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nanoparticules d'argent peut se faire par voie enzymatique ou non enzymatique [42].

Depuis quelques années la communauté scientifique étudie plutdt les organismes vivants
(bactéries, champignons, plantes, levures...) comme biréacteurs pour fabriquer les
nanoparticules. En outre, la réduction biologique est développée comme une méthode
prometteuse en raison de ses avantages particuliers tels que des sources suffisantes de
matériaux, des conditions de réaction modérées, et une bonne dispersion de nanoparticules

ainsi que 1’absence d’additifs chimiques et de sous-produits chimiques [43].

Morphologie et tailles des

Réducteur Agent stabilisant particules
- - Nanohexagones. nanospheéres
Rephrie Fee et nanotriangules
Plantes de luzeme Tissus de luzerne Nanospheres et nanofils
Feuille de Géranium Protéines ou enzymes Nanosphéres et nanotiges

Souche de levure Protéines Nanosphéres 2-5 nm
Champignon Protéines ou enzymes Nanosphéres 5-15 nm
Feuille de Neem Flavanones. terpenes Nanospheéres 5-35 nm

Tableau 1. 4 -Principaux réducteurs et stabilisants biologique des nanoparticules.

1.7.5- Molécules responsables de la bio réduction

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 biopolymers. L’eau est le plus souvent le solvant de choix pour
extraire les agents réducteurs.

Pour le cas des plantes il a été démontré que les terpenoides, les alcaloides, les sucres, les
protéines et les poly phénols jouent un réle important dans la bio réduction des ions
métallique, La synthese est généralement effectuée en utilisant I’extrait aqueux des plantes.

La figure suivante illustre les principaux types de composés présents dans les plantes capables

de réduire les ions métalliques [44].
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Figure | .5 Principaux bio-réducteurs présents dans les plantes

1.8- Mécanisme de formation des nanoparticules d’argent

Le processus de formation des nanoparticules en solution est trés complexe, de
nombreux Paramétres étant susceptibles d’intervenir. Cependant, il est souvent vu comme la
succession de plusieurs étapes. Donc il y a plusieurs facteurs impliqués dans la formation de
nanoparticules telles que la température, la concentration et la nature des réactifs et du
réducteur. [45].

1.8. 1- La nucléation

Les précurseurs métalliques sont dissous puis réduits pour donner des atomes métalliques de
valence zéro. 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. La formation de nucléé entraine aprés un certain temps, une diminution de la
sursaturation. Par conséquent le taux de nucléation diminue et le nombre de particules dans le

systéme devient constant
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Figure 1.6: Illustration de 1’étape de nucléation [45].

1.8.2- Le mdrissement

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 phénoméne de mirissement d'Oswald. Il s’agit de I’inter diffusion des atomes des plus
petites particules vers les plus grosses [45].

1.8.3 - La croissance

Les nucléé ayant atteint un rayon critique vont pouvoir croitre par consommation des
monomeres se trouvant en solution. Cette étape de croissance est thermodynamiquement
favorisée. Plus la concentration en atomes est importante plus les particules vont croitre
rapidement [46].

1.9 - stabilisation des nanoparticules d’argent

Mécanismes de stabilisation des nanoparticules d’or Pour éviter 1’agrégation des
NPs d’argent de leur préparation, I’utilisation d’un agent stabilisant dans le milieu
réactionnel est nécessaire. De plus, la présence d’un agent stabilisant a la surface d’or a
pour effet de contréler la taille et la forme des particules. Trois mécanismes de stabilisation
sont proposeés : la stabilisation électrostatique, la stabilisation stérique et la stabilisation «

électro stérique » (la somme des deux mécanismes precédents)
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Figure 1.7 Représentation schématique de la stabilisation stérique (A) et électrostatique

(B).

Il est bien connu que les nanoparticules sous leur forme libre sont
thermodynamiquement instables en raison de I'énergie de surface élevée. DO au mouvement
brownien, les nanoparticules a haute énergie de surface entrent en collision et I'état final des
nanoparticules est dicté par le type d'interaction entre les nanoparticules colloidales. Lorsque
I'interaction entre les nanoparticules est dominée par forces, les particules colloidales
adhéreront les unes aux autres jusqu'a ce que la stabilisation des particules se produit.

Quand les forces répulsives dominent entre les nanoparticules, les particules colloidales sont
plutdt stables dans I'état dispersé. Les forces de Van der Waal sont la principale source
d'attraction entre les particules colloidales. Quand fort répulsif la force (répulsion née)
contrecarre l'attraction van der Waal, les nanoparticules restent a I'état dispersé les forces

répulsives peuvent étre renforcées par la répulsion de charge et I'encombrement stérique [47].

1.10- Facteurs influent sur la formation de NPS métalliques dans les plantes
1.10.1- Effet de la température

La température est un autre parametre important qui affecte la synthese des
nanoparticules en utilisant les trois méthodes. La méthode physique nécessite la température
la plus élevée (>350 °C), tandis que les méthodes chimiques nécessitent une température

inférieure a 350 °C. Dans la plupart des cas, la synthése de nanoparticules utilisant la
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technologie verte nécessite des températures inférieures a 100°C ou a température
ambiante. La tempeérature du milieu réactionnel détermine la nature de la nanoparticule
formée [48].

1.10.2- Effet du pH

Le pH est un facteur important qui influence la synthése de nanoparticules par des
méthodes de technologie verte. Les chercheurs ont découvert que le pH du milieu en solution
influence la taille et la texture de la nanoparticule synthétisée.HJ Par conséquent, la taille des
nanoparticules peut étre contrélée en modifiant le pH du milieu de solution.

L'effet du pH sur la forme et la taille de la nanoparticule d'argent synthétisée a été démontré
par Soni et Prakash [49].

1.10.3- Effet du temps de contact

La qualité et le type de nanoparticules synthétisées a l'aide de la technologie verte sont
fortement influencés par la durée d'incubation du milieu réactionnel .De méme , les
caractéristiques des nanoparticules de synthese ont également été modifiés avec le temps et
fortement influencée par le procédé de synthése, I' exposition a la lumiere, et les conditions
de stockage, et ainsi de suite .Les variations dans le temps peuvent se produire de plusieurs
manieres telles que l'agrégation de particules en raison d'un stockage de longue durée ; les
particules peuvent rétrécir ou croitre pendant un stockage prolongé; ils peuvent avoir une

durée de conservation, etc., ce qui affecte leur potentiel [50].

1.10.4-Effet de la concentration de I’extrait végétal

Effet de la concentration de I’extrait végétal La concentration de matiere végétale et

les ions metalliques a joue un réle critique dans la taille et la dispersion des NPs [51] .
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Chapitre 11 :

Activité biologique et caractérisation



I1-1. Activites biologiques des nanoparticules d’argents

11.1.1- Activité anticancéreux

Les AgNPs ont une activité anticancéreuse a large spectre via de multiples
mécanismes. Nombreux des expériences in vitro et in vivo ont prouvé que les AgNPs peuvent
diminuer la prolifération et la viabilité des cellules cancéreuses. Les AgNPs peuvent
provoquer l'apoptose et la nécrose en détruisant I'ultra structure des cellules cancereuses,
induisant la production de ROS et de dommages a I'ADN

Les AgNPs peuvent favoriser I'apoptose par réguler a la baisse I'expression de genes clés, tels
que p53 et régulant les voies de signalisation essentielles, tels que la voie du facteur inductible
par I'nypoxie (HIF) Les cellules cancéreuses traitées avec des AgNPs peuvent également
montrer des cellules arrét du cycle .Plusieurs cellules cancéreuses exposées a Les AgNPs
subissent un arrét sous-G1 et une apoptose. Outre, Les AgNPs peuvent également réduire les
métastases a distance en inhibant la migration des cellules tumorales et I’angiogenése.

De multiples mécanismes anticancéreux des AgNPs sont décrits a la figure 11.1.

Mécanismes d’action supposés des nanoparticules

Réaction inflammatoire
Nanoparticules

@ @ Génération d’espéces réactives
@ a l'oxygene (ROS)

Mort cellulaire AR r
caspases

Dénaturation protéique
Oxydation par les ROS

Internalisation

S

Dommages a ’ADN
obléeme de réplication

Interactions avec les
composants de la membrane
cellulaire

www.quoidansmonassiette.fr

Figure 11.1 : Diagramme schématique des mécanismes anticancéreux des AgNPs. [52].
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Les extraits de tige de Tephrosia tinctoria médient la synthése d'AgNPs a été
évaluée pour le contrble de la glycémie. AgNPs récupérés radicaux libres, réduit les
niveaux d'enzymes qui apportent sur I'nydrolyse des glucides complexes (a-glucosides
et a-amylase), et a la suite de quoi il y a une augmentation en taux de consommation

de glucose [53].

11.1.2- Activité anti-inflammatoire

Des études ont montré que 1’exposition au NPs conduit a la sécrétion de plusieurs
cytokines et chimiokines par les cellules épithéliales, conduisant a [I’infiltration de
macrophages dans les zones exposées. Ensuite les macrophages déclenchent la libération de
cytokines inflammatoires qui induisent a la regulation positive des médiateurs inflammatoires
induisent une production accrue de cytokines inflammatoires du systéme circulatoire vers le

site de I’inflammation [54].

11.1.3- Activité antivirale

Les nanoparticules d'argent synthétisées par I'extrait végétal peuvent agir comme
agent antiviral puissant pour un large éventail d'infections virales. Ont étudié l'efficacité des
biosynthéses nanoparticules d'argent contre les agents pathogenes du VIH. lls ont trouvé que
ces nanoparticules ont une action anti-VIH efficace a un stade précoce du mécanisme de
transcription inverse. Il est rapporté que les nanoparticules métalliques peuvent étre utilisées
comme antiviral puissant agent, car ils inhibent I'entrée de virus dans I'hdte systéme.

Le mécanisme de l'activité anti-VIH est trouvé que le métal les nanoparticules ont plusieurs
sites de liaison avec lesquels se lier protéines gp120 de la membrane virale pour contrdler la
fonction de virus. Ces nanoparticules bio sources se révelent actives contre les virus
acellulaires ainsi que les virus associés aux cellules Récemment, il a été decouvert que les
nanoparticules d'or et d'argent sont utilisées avec succes pour l'inhibition de la post-entrée
stade du cycle de vie du VIH-1, de sorte que les nanoparticules métalliques peuvent étre

utilisé comme médicament antiviral efficace contre les rétrovirus [55].
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11.1.4- Activité antifongique

Les AgNPs ont une forte activité antifongique sur Candida albicans, Candida
glabrata, Candida parasitoses, Candida krusei et Trichophyton mentagrophytes Bipolaris
sorokiniana par 1’inhibition de la germination des conidies.

Par exemple L’activité antifongique des AgNPs contre C.albicans pourrait étre exercée en
perturbant la structure de la membrane cellulaire et en inhibant le processus de

bourgeonnement normal en raison de la destruction de 1’intégrité de la membrane [56].

11.1.5- Activité antimicrobienne
Les AgNPs se sont avéres présenter une activité antimicrobienne prometteuse.
Les chercheurs ont utilisé plusieurs romans techniques pour confirmer et quantifier I'activité

antimicrobienne des AgNPs.

11.1.5.1- Mécanisme d’activité antimicrobien :

Les quatre voies les plus importantes de I'action antimicrobienne des AgNPs :
1- Les AgNPs adhérent & la surface des cellules microbiennes et entrainent des dommages
membranaires et une activité de transport altérée.
2- les AgNPs pénétrent a l'intérieur des cellules microbiennes et interagissent avec les
organites cellulaires et les biomolécules, et affectent ainsi la machinerie cellulaire respective
3- les AgNPs provoquent une augmentation des ROS a l'intérieur des cellules microbiennes,
entrainant des dommages cellulaires.
4- les AgNP modulent le systeme de signal cellulaire, provoquant finalement la mort

cellulaire. [57].
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Figure 11.2 : schéma mécanisme de I’activité antimicrobien. [57].

1- Adhésion des AgNPs a la surface de la paroi cellulaire et de la membrane

L'exposition des AgNPs aux micro-organismes provoque l'adhésion des
nanoparticules sur la paroi cellulaire et la membrane. La charge de surface positive des
AgNPs est cruciale pour I'adhésion. La charge positive confére une attraction électrostatique
entre les AgNPs et la membrane cellulaire chargée négativement des micro-organismes,
facilitant ainsi la fixation des AgNPs sur les membranes cellulaires. Des changements
morphologiques deviennent évidents lors d'une telle interaction et peuvent étre caractérisés
par un rétrécissement du cytoplasme et un détachement de la membrane conduisant

finalement a la rupture de la paroi cellulaire.

2- Pénétration des AgNPs a Il'intérieur de la cellule et déstabilisation des
structures intracellulaires et des biomolécules

Il existe plusieurs dysfonctionnements cellulaires qui résultent de I'interaction des
AgNPs avec la membrane cellulaire microbienne. En premier lieu, les AgNPs ne se fixent
gu'a la membrane cellulaire et modifient la structure, la perméabilité et I'activité de transport
de la membrane. Dans d'autres cas, aprés adhésion a la membrane cellulaire, les AgNPs
peuvent également pénétrer a l'intérieur des cellules et affecter le fonctionnement cellulaire

vital
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3- Toxiciteé cellulaire et stress oxydatif induits par les AgQNPs

L'augmentation du stress oxydatif cellulaire chez les microbes est une indication des
effets toxiques causés par les ions de métaux lourds, tels que Ag (+). Par conséquent, une
concentration accrue d'ions Ag (+) devrait provoquer une augmentation du stress oxydatif
cellulaire. La puissante activité antibactérienne, antifongique et antivirale des AgNPs est due
a leur capacité a produire des ROS et des espéces radicalaires telles que le peroxyde
d'’hydrogene (H, O ;) , l'anion super oxyde (O2 ), le radical hydroxyle (OHe), l'acide
hypochloreux ( HOCI) et I'oxygeéne singlet

4- la modulation des voies de transduction du signal

Les AgNPs modulent le systeme de signal cellulaire, provoquant finalement

la mort cellulaire [58].

11.2. Applications des nanoparticules d’argent

11.2.1- Anesthésiologie

Revétement du masque respiratoire et du tube end trachéal pour I'assistance

vésicatoire mécanique [59].

11.2.2- Dentisterie

Les NSP ont également des applications dans les instruments dentaires et les
bandages. Yoshida et al ont montré qu'un composite de résine incorporé avec des matériaux
contenant du NSP avait un effet inhibiteur a long terme contre Streptococcus mutants.
Yamamoto et al ont également montré qu'un composite de résine contenant des charges
implantées d'ions d'argent libérait des ions d'argent avec des effets antibactériens sur les
streptocoques oraux. De plus, Magalhdeset al ont montré que l'incorporation de NSP dans les
matériaux d'obturation endodontique a fourni un effet antibactérien considérablement
amélioré contre Streptococcus millier, S. aureus et Entérocoques faecalis. Les NSP dans les
adhésifs dentaires sont également trés efficaces contre les streptocoques sans affecter les
propriétés mécaniques de I'adhésif, permettant ainsi leur utilisation dans les traitements ortho

ontiques [59].

31



11.2.3-Diagnostique

Pyramides de nano argent pour une bio détection améliorée Plate-forme ultrasensible
et ultrarapide pour les tests cliniques pour le diagnostic de I'infarctus du myocarde Détection
d’ARN basée sur la fluorescence Noyau/enveloppe magnétique Nanoparticules Fe304/Au/Ag

avec propriétés plasmonique orientables [59].

11.2.3-Imagerie

Nano composite de dendromeétre d'argent pour le marquage cellulaire Nano billes
AgSiO2 coré-Shell fluorescentes pour I'imagerie cellulaire Imagerie moléculaire des cellules

cancereuses [60].

11.2.4 - Orthopédie

Additif dans le ciment osseux Matériau implantable utilisant des couches d'argile avec
des nanoparticules d'argent stabilisées par I'amidon Revétement du clou centromédullaire pour
les fractures des os longs Revétement de I'implant pour le remplacement des articulations Bas
orthopédiques[61].

11.2.5- Pharmaceutique

Traitement de la dermatite Inhibition de la réplication du VIH-1 Traitement de la

rectocolite hémorragique Traitement de lI'acné [61].

11.2.6- Pansements

Les pansements Ag ont été utilisés pour traiter cliniquement différentes blessures,
telles que les brdlures, les ulceres chroniques, le pemphigus et la nécro lyse épidermique
toxique. Les Ag-NPs utilisés dans les pansements ont considérablement réduit le temps
thérapeutique des blessures d'une norme de 3,35 jours tout en augmentant la clairance
bacterienne des blessures contaminées sans effets néfastes par rapport a I'Ag Sulfadiazine et
au pansement de gaze standard (Huang et al. Par rapport a la creme de sulfadiazine Aga 1 %
conventionnelle ou a la gaze de vaseline ordinaire, les Ag-NPs utilisés dans les pansements

peuvent améliorer le traitement des brllures superficielles et ne font aucune différence dans
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les bridlures profondes thérapeutiques, accélérent la réépithélialisation bien qu'aucune

nouvelle formation de tissu, c'est-a-dire angiogenése et expansion [62].

11.2.7- Emballages alimentaires antibactériens

Récemment, des emballages alimentaires produits avec des nanoparticules, des
«emballages de nano-aliments», sont devenus plus disponibles sur le marché actuel.
Les nanomatériaux ont suscité un grand intérét au cours des derniéres années en raison de
leurs propriétés extraordinaires qui les rendent avantageux dans les applications d'emballage
alimentaire. Spécifiquement, les nanoparticules peuvent conférer des propriétés de barriere
significatives, ainsi que des propriétés mécaniques, optiques, catalytiques et antimicrobiennes
dans I'emballage. Les nanoparticules dargent (AgNPs) représentent la majorité des
emballages alimentaires nano-actives sur le marché. Dans les emballages alimentaires actuels,
ces nanomatériaux sont principalement utilisés pour conférer une fonction antimicrobienne et
pour améliorer les propriétés de barriere, prolongeant ainsi la durée de conservation et la

fraicheur des aliments emballés [63].

11.2.8- Traitement de I’eau

Amélioration de qualité du traitement si les AgNPs sont supportés sur les fibres de
charbon actif Limitation de 1’apparition d’un bio film sur les parois des canalisations
Filtres de systéme de traitement de ’air
Lutte contre les micro- organismes a 1’origine des mauvaises odeurs émises au cours du

fonctionnement [63].

I1.3-Risques liés a I’utilisation de nanoparticules d’argent

La plupart des études montre que 1’argent ionique n’induit pas des conséquences
négatives pour I’étre humain, aux concentrations requises pour obtenir une activité
antimicrobienne [64].

Toutefois, lorsque 1’argent ionique est appliqué sur une Iésion corporelle sous forme de créme
ou de pansement, il se lie a la sueur, au sébum et aux protéines presentes. Il peut ensuite
passer dans la circulation sanguine, ce qui se traduit par une augmentation de la concentration

en argent dans le sérum. Selon certains auteurs, il est alors excrété dans les urinesen 2 a 5
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jours, alors que d’autres chercheurs ont montré une bioaccumulation des granules métalliques
dans différents organes : le foie, les reins, I’intestin, les glandes surrénales et, dans des rares
cas, la moelle épiniére [65].

Les quantités de nanoparticules d’argent utilisées dans les différentes expériences exposées ici
sont tres importantes et ne refletent pas les niveaux auxquels les étres humains sont pour le

moment confrontés [66].

11.4.Méthodes de caractérisation des nanoparticules d’argent

11.4.1. Spectroscopie UV-Visible

La spectroscopie UV-Visible est la méthode incontournable et la plus simple
d’utilisation dans 1’identification des nanoparticules d’argent. En effet, les nanoparticules
métalliques (argent, or, cuivre) présentent des propriétés optiques particulieres liées a un effet
classique d’exaltation du champ électrique [67].Souvent appelé confinement diélectrique. Les
spectres d’absorbance d’échantillons contenant des nanoparticules d’argent sont

systématiquement observeés dans les études.

a. Absorbance des nanoparticules

Les nanoparticules disposent d’un plus grand nombre d’atomes, et donc d’¢lectrons
libres en surface par rapport a des objets macroscopiques. L’excitation de la surface
métallique par la lumiere provoque la vibration collective des électrons en surface.
L’excitation des électrons provoque une vibration, une résonnance a une certaine longueur
d’onde. Les ¢lectrons résonnent et la longueur d’onde concernée est ainsi absorbée : c’est ce

que I’on observe en spectroscopie UV-Visible (résonance plasmon de surface) [68].
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Sphére mérallique

Champ électrique

Nuage d’électrons
g

Figure 11.3.: Synthése et Représentation schématique de 1’oscillation du nuage des

électrons de conduction (plasmon de surface localisé) pour une sphére métallique soumise a

un champ électrique [68].

L’absorption de rayonnement ultra-violet-visible par les nanoparticules d’argent dans
se traduit généralement par une bande d’absorption électronique entre 550 et 450 nm
caractéristique de ces nanoparticules.

La longueur d’onde est principalement dépendante de 1’élément chimique (Ag, Au, Cu, ...).
De plus, une nanoparticule plus petite aura une vibration de plus grande énergie, c’est-a-dire
de longueur d’onde plus faible. On parle alors de « bleu-shift », décalage vers les petites
longueurs d’ondes pour de plus petites nanoparticules et de « Redshift » dans le cas inverse.

La distribution de nanoparticules de différentes tailles ne donne pas qu’une seule raie
d’absorption mais une distribution de raies qui forment ainsi un pic d’absorbance sur une
gamme de longueurs d’ondes. Ainsi les bandes d’absorbance dépendent également de la

forme et de la taille des nanoparticules [68].

b. Morphologie des nanoparticules d’argent

De maniere générale, les nanoparticules sphériques d’argent sont caractérisées par

une bande situe entre 400 et 450 nm,
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Figure 11.4 : Spectre d’absorbance de nanoparticules métalliques : (a) nanoparticules d’argent
de 20 nm et (b) nanoparticules d’argent de 45 nm avec également des agrégats.

Les nanoparticules sont de géométrie sphérique ou proche d’une sphére [69].

Enfin, la présence d’un maximum d’absorption au-dela de 450 nm indique la formation de

particules de taille supérieure a 100 nm.

11.4.1.1-Conditions et appareillages

Les mesures spectrophotométries ont été effectuées a I’aide d’un spectrophotometre
a double faisceau UV-visible Lambda 25 PERKIN ELMER en utilisant des cuves en quartz
de 10 mm de trajet optique. L’enceinte du spectrophotomeétre est thermostat a 25°C.
L’appareil est relié a un microordinateur. Le logiciel UV-Probe, commercialisé par PERKIN-

ELMER, permet I’enregistrement et la visualisation des spectres des échantillons analysés.

11.4.2. Technique diffusion dynamique de la lumiere (DLS)

Diffusion dynamique de la lumiére (DLS) La diffusion dynamique de la lumiere
(DLS) est une technique d’analyse spectroscopique permettant d’analyser la taille de
particules submicroniques par mesure des variations aléatoires d'intensité de la lumiére
diffusée par une suspension ou une émulsion. Les particules en suspension sont soumises a un
mouvement aléatoire, appelé mouvement brownien, dii a 1’agitation thermique. Ce

mouvement aléatoire est modélisé par la relation de Stokes-Einstein
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ou Dy est le diameétre hyvdrodyvnamigue
kg est la constante de Boltzmann
I est la tempeérature
i est la viscosite du milieu
Dy est le coefficient de diffusion

Le coefficient de diffusion est mesuré par diffusion dynamique de la lumiére
et peut étre directement relié au rayon hydrodynamique des particules. Ce rayon
correspond au rayon d’une sphére théorique qui diffuserait la lumiére de la méme
maniére que la particule. Dans le cas de polymeére, il s’agit du rayon dans lequel le
solvant ne peut pas pénétrer et pour les particules chargées, le rayon hydrodynamique
comprend la couche de diffusion de la particule. Structure et caractéristique de
I’appareil La Figure 11.6. Illustre le dispositif optique de diffusion dynamique de la
lumiére. L’échantillon est illuminé par une source lumineuse monochromatique,
généralement un laser, et le signal lumineux diffusé est collecté par un détecteur a un
angle en rétrodiffusion (6 = 173°) [70].

Phase dispersée
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Figure I11.5. : Schéma du dispositif de diffusion dynamique de la lumiére [70].

Le signal optique obtenu présente des fluctuations temporelles d’intensité dues

au mouvement brownien des particules. Il en résulte des interférences constructives ou
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destructives et par conséquent, une variation de 1’intensité totale mesurée a I’angle de
diffusion. Si les fluctuations sont importantes, cela signifie que les particules se
déplacent rapidement et sont donc de diameétres plus faibles. A I’inverse, 1’intensité
diffusée par des grosses particules, donc moins mobiles, fluctue moins vite au cours du

temps comme illustré a la Figure 11.7.
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Figure 11.6 : Diffusion dynamique de la lumiere hypothétique de deux échantillons :

(@) particules plus grandes et (b) particules plus petites [70].

I1 .5 Etude Botanique des plants
11.5.1. 1. Description botanique de la verveine

La verveine odorante, Aloysia citriodora ou Lippia citriodora (Kunth.), est un
sous arbrisseau vivace de la famille des Verbenaceae mesurant 1,50 a 3,00 m de
hauteur (De Figueiredo et al. 2002). Les tiges sont anguleuses, cannelées a branches
droites et ramifiées, portant des feuilles vertes pales, allongées, celle-ci ont une
longueur de 3 a 7 centimétres et une largeur de 1 a 2 centimétres, verticillées par trois
ou quatre sur les tiges, a pétioles tres courts, rudes au toucher
Elles dégagent une odeur caractéristique de citron lorsqu’elles sont froissées
Les fleurs longues, disposées en épis, possédent quatre pétales soudées a la base en un
tube et étalés en quatre lobes bicolores : blancs sur la face externe et bleu violacé sur
la face interne (Figure N1) [71].
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Figure 11.7 : Feuilles d’Aloysia citriodora.
11.5.1.2 Classification botanique :
Regne : plante (végétal)

— Super-division : Embryophyta

— Division : Tracheophyta

— Subdivision : Spermatophytina

— Classe : Magnoliopsida

— Superordre : Asteranae

— Ordre : Lamiales

— Famille : Verbenaceae

— Genre : Aloysia Juss.

— Espéce : Aloysia citriodora Palau
11.5 .1. 3 Principaux pays producteurs de la verveine :

Les pays producteurs sont le Mexique, le Chili, le Brésil, le pourtour
Méditerranéen (Algérie, Maroc, Turquie et France), I'Afrique du sud et I'Inde.
Le marché est réservé principalement pour la consommation en herboristerie mais
aussi pour la production de I'huile essentielle.
Dénominations vernaculaires internationales :
— Francais : verveine vraie, verveine citronnée ou verveine du Pérou
— Anglais : lemon verbena, lemon beebrush
— Allemand : Zitronenstrauch, Zitronenduftstrauch
— Italien : VVerbena odorosa
— Espagnol : Cedron, hierba luisa, verbena d’Indias
— Portugais : Lucia-lima, bela-lucia, erva-cidreuira, cidro, cidrdo, etc.
— Guarani : Cedrdn
— Arabe : 324 45 5« (Louiza laymunia)
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11.5.1.4 Composition chimique de la verveine odorante :

Les parties utilisées de la plante sont les feuilles, fraiches ou séchées. Bien que
I'infusé de feuilles de verveine odorante soit largement consommé, sa composition
qualitative et quantitative en polyphénols est encore mal connue. Les feuilles
contiennent des composés phénoliques a une concentration de 675 mg/l: dérivés
hydroxy cinnamique avec verbacoside (5,3%), flavonoides tel que luteoline 7-
glucoside et luteolin 7-diglucuronide (0,8%) et du potassium 440 mg/ml. D'un point de
vue quantitatif, la concentration en polyphénols de I'infusion de verveine odorante a
été évaluee a 675 mg/l dont 24% de flavonoides et 76% d'acides phénoliques . Les
feuilles de la verveine contiennent aussi des huiles essentielles (0, 2- 1%): les
principaux composes (10-40%) sont : citral, géraniale et limonene [72].

11.5.1.5- Effet thérapeutique d’Aloysia citriodora :

Aloysia citriodora est une herbe largement utilisée a des fins alimentaires. Elle
a connu une longue histoire dans la médecine traditionnelle tel que le traitement de
I’asthme, du rhume, de la fievre et de la grippe, elle est utilisée pour lutter contre les
flatulences, les coliques, la diarrhée, I’indigestion, 1’insomnie et 1’anxiété.
La verveine odorante est également utilisée contre les états nerveux, les palpitations,
les migraines, les bourdonnements d'oreille et les vertiges, elle est également utilisée
pour baisser le taux de glycémie. Les huiles essentielles de cette plante sont utilisées
dans le traitement des cancers.
Des analyses menées in vitro a l'aide de différents tests ont permis de montrer les
propriétés antioxydante, antispasmodiques et anti-inflammatoires de I'infusé. Des
chercheurs ont montré que 1’huile essentielle d’Aloysia citriodora posséde une activité
antibactérienne vis-a-vis d’Escherichia coli, de Mycobactérie tuberculosis, de

Staphylocoques aureus et d’Helicobacter pylori .
11.5.2.1- Description botanique de- grenadier :

Le grenadier est un petit arbre a port arbustif des régions mediterranéennes qui
peut atteindre 6 m de haut. Ses fleurs rouge vif mesurent 3 cm de diameétre. Ses fruits,
les grenades, contiennent en moyenne 600 graines pulpeuses. La grenade est une
grosse baie ronde, de la taille d’une grosse orange, a écorce dure et coriace, de couleur
rouge ou jaune beige, qui renferme de nombreux pépins de couleur rose a rouge. Seuls
ses pépins sont comestibles, soit environ la moitié du fruit. Dans chaque pépin, la
graine est enrobée d'une pulpe gélatineuse de chair rouge transparente, sucrée chez les
variétés améliorées, sinon d'un godt plutot acre [73].
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Figure 11.8 : Localisation géographique du lieu de récolte.
11.5.2.2- Classification :
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones vraies
Sous Classe : Rosidées
Ordre : Myrtales
Famille : Lythracées
Genre : Punica
Espéce : Punica granatum
11.5.2.3- Composition chimique des difféerents organes du grenadier :

Déja au XIXeme siecle, le grenadier suscite un intérét chez les chercheurs qui,
avec des moyens tres rudimentaires, ont ainsi mis en évidence certains principes actifs
de cet arbre, tels que la pelletiérine. Grace aux relativement récents procédés d’analyse
chimique, comme les techniques de chromatographie, de résonance magnétique ou
encore de spectrométrie de masse, il a été possible d’identifier avec précision la
composition des différents organes du grenadier.
11.5.2.4-Les composés phénoliques :

Connus pour leur activité antioxydant, sont des molécules qui se caractérisent
par la présence d’un groupement phénol. Les flavonoides, les coumarines et les

quinones sont des exemples d’éléments de cette famille.
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11.5.2.5- Les flavonoides:

Parmi les nombreux phytonutriments, appelés aussi composés photochimiques,
présents dans les plantes. Les flavonoides constituent le groupe le plus large des
composés phénoliques. Ce groupe contient plus de huit mille composés connus et il est
en croissance en raison de leur grande diversité structurale [73] .

o
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Les flavonoides
sont les pigments responsables des nuances jaune, orange et rouge dans les plantes
florales et ils sont aussi des facteurs importants pour la croissance, le développement
et la défense des plantes. Plusieurs flavonoides sont dotés d’activités biologiques telles
que des propriétés anti oxydantes entre autres.
Les composés terpéniques : ont un squelette caractéristique qui est 1’isopréne.
Plusieurs familles de composeés terpéniques sont distinguables : les mono-, di-, tri-,
tétraterpénes, les iridoides, les stéroides et les caroténoides.
Les composés azotés :
Sont des composés chimiques qui contiennent un ou des atomes d’azote. Ils peuvent
se subdiviser en alcaloides.
Les héetérosides :
Sont une famille de métabolites secondaires qui peuvent se diviser en plusieurs
catégories comme les saponines ou les hétérosides cyanogénétiques
Les dénominations communes dans différentes langues. Selon les langues parlées
dans chaque pays, le nom vernaculaire de Punica granatum varie. Ainsi le nom
de cet arbre sera :
- En anglais : Pomegranate ou Pome Granate.
- En allemand : Granatapfelbaum, Granatbaum, Gemeine Granat, Balluster.
- En espagnol : Granado coltivado, Mangrano.
- En italien : Granato. —
En chinois : Ngan Che Lieou, Shi Liu [74].
11.5.2.6-Effet thérapeutiques de grenadier :

Feuilles et écorce des Rameaux
Tonique agréable. - La débilité de 1’estomac, le manque d’appétit, les nausées, la

faiblesse générale, la chlorose, I’anémie, la migraine.
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Peau de grenade (malicorium) :

Effets astringents pour I’intestin, pour "arréter le sang" et pour "chasser les parasites",
diarrhée et dysenterie chroniques, présence de sang dans les selles, prolapsus rectal,
spermatorrhée, hyperménorrhée, pertes blanches, accumulation de parasites, douleurs
abdominales.

Graines de grenade :

Soulager les ulcéres atoniques

Suc de grenade :

- Rafraichissant, diurétique, adoucissant [75].
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Partie pratique
Chapitres I

Matéeriel et méthodes



Le but de cette partie est de présenter la méthode de synthése des nanoparticules
d’Argent a partir des extraits de plantes et de nitrate d’argent. Le controle des tailles et des
formes de ces nanoparticules restent toujours un défi majeur. Dans ce contexte, nous
cherchons a développer de nouvelles stratégies de synthése simples, reproductibles en
utilisant le minimum possible de réactifs chimiques non toxiques, afin de limiter les sous-
produits de réactions et/ou ions résiduels qui risqueraient d’inhiber les propriétés intrinséques
du matériau final.

III.1 L’étude des plantes

Pour une meilleure préservation de I'environnement, il est primordial d'exploiter les
ressources naturelles pour la production de nanoparticules afin de minimiser 1’utilisation des
réactifs toxiques. Nous présentons dans ce travail une méthode de synthese de nanoparticules
d’AgNO3 en utilisant ’extrait des Feuilles des plants La verveine —odorante et Grenadier -

Punica géranium.

I11.1.1 Récolte et identification du materiel végétal :

Les parties aériennes des feuilles des plantes étudiées sont la verveine -odorante,
Aloysia citriodora ou Lippia citriodora (Kunth.) Et le Grenadier -Punica granatum
Dans les figures ci-dessous (Figure 111.1) ont été récoltées dans la station expérimentale du
département de Biotechnologies, au niveau Université de Blida 1, (figure 111.2) Loin de tout
impact de pollution.
Les deux plantes ont été choisies sur la base de leur rentabilité, disponibilité et propriétés
médicinales. L’identification botanique des plantes a été réalisée par Dr. Moumene du

Laboratoire d’environnements dans la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie.

Figure 111.1 : Photographies des parties aériennes des plantes de Grenadier

Et La Verveine
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Figure 111.2 : Feuilles lanceolées de Punica granatum

I11.2. Biosynthése des nanoparticules d’argent (AgNPs) des plantes
Des échantillons de feuilles des plantes étudiées avec Dr Moumene au niveaux labo

de recherche de I’'université :
La verveine -odorante, Aloysia citriodora ou Lippia citriodora (Kunth.),

Grenadier -Punica granatum
[1] Chaque solution d’extrait a été préparée pour chacune des plantes citées précédemment,

selon I’organigramme suivant [76]:
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étape

1* -Prélever 30 g de feuilles fraiches qui ont été rincées a 1’eau
déminéralisée et coupé en petits morceaux.

chauffé a 60°C pendant 30 min.

2eme Ont été mélangées Avec 300 ml de ’eau déminéralisée et
Etape :>

Les échantillons ont été ensuite refroidis a température ambiante et
3eme centrifugés a 4000 tr/min pendant 20 min pour éliminer les
Etapes particules matiere et obtenir des solutions claires qui ont été

stockées sous réfrigération a 4 °C jusqu’ a utilisation.

111.3- Synthese des nanoparticules d’argent :

Pour les AgNPs synthétisés, 10 ml d’extrait aqueux de feuilles ont été mélangés avec
40 ml de solution AgNO3 1mM dans un Erlenmeyer de 100 ml et chauffée a 60 °C
pendant 15 min. Le virement de la couleur de la solution en jaune et brun,
révele I’identification préliminaire de la formation d’AgNPs,
Les AgNPs ont été purifiés par centrifugation a 10 000 tr/min pendant 15 min pour enlever les
ions d’argent en exces Les différents échantillons (contenant les extraits de Grenadier -Punica
granatum Verveine-odorante, Aloysia citriodora ou Lippia citriodora (Kunth.) sont préparés
séparément par une addition lente I’extrait aqueux a la solution de d’argent.
Les échantillons ont été exposés a la lumiére naturelle du soleil irradiation pendant 1 h. A ce
stade, la solution incolore du mélange a pris une couleur jaune-brun intense, comme s’est
mentionné sur la figure 111.3.
Les deux extraits de fleurs végétales montrent une réduction et capacité de stabilisation pour

la synthese de nanoparticules d'argent a température ambiante [76].
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Figure 111.3 : Synthese des nanoparticules d’argent réduit par les extraits de Verveine et

Grenadier

I11.4- Préparation des dilutions des échantillons d’argent colloidal des

plantes :

Les échantillons de nanoparticules d’argent préparés ont fait I’objet de dilution et

d’ajustement de la concentration comprise entre 20-15 ppm par le biais d’un TDS.
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Figure 111.4 : Appareil de mesure TDS

I11.5- Techniques de caractérisation :
I11.5.1- Spectroscopie UV- visible

111.5.1.1- Principe

La spectroscopie UV-Visible est une technique trés utilisée pour les substances
organiques et minérales, elle repose sur la transition d’électrons de valence qui passent de
I’état Fondamental a I’état excité grice a une onde électromagnétique. Cette transition
s’accompagne Des propriétés rotationnelles et vibrationnelles des molécules qui requiert une

énergie assez forte Qui correspond a la longueur d’onde de I’'UV-visible [77].

111.5.1.2- Mode opératoire

Les mesures spectrophotométries ont été effectuées a I’aide d’un spectrophotometre
A double faisceau UV-visible (Thermo) pour les deux extraits préparés en utilisant une cuve
En quartz de 10 mm de trajet optique. L’enceinte du spectrophotométre est thermostatée a
25°C. L’analyse est effectuée entre 250 et 500 nm.
L’appareil est relié a un microordinateur. Le logiciel UV-Probe, permet 1’enregistrement et la

visualisation des spectres des échantillons analyses.
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111.5 .2. Diffusion dynamique de la lumiére (DLYS) :

111.5.2.1- Principe

La diffusion dynamique de la lumiere est utilisée pour déterminer la taille des
particules. La diffusion dynamique de la lumiére est la mesure des fluctuations d'intensité de
la lumiére diffusée avec le temps. Ces dernieres sont dues au mouvement Brownien aléatoire
des nanoparticules. Par conséquent, le comportement statistique de ces fluctuations d'intensité
diffusée peut étre lié a la diffusion des particules. Etant donné que les grosses particules
diffusent plus lentement que les petites particules, il est facile d’établir une relation entre la
taille des particules et les fluctuations mesurées de I’intensité de la lumicre. L’analyse par

DLS a été I’outil de base pour caractériser les nanoparticules. [78]
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Figure 111.5 : Schéma de principe d’une DLS
111.5.2.2- Mode opératoire :

Cette méthode utilise la caractéristique ondulatoire de la lumiére. Un faisceau
lumineux Avec une longueur d’onde donnée est envoyé sur une particule. Cette onde
électromagnétique Module les charges et la particule se comporte ainsi comme un dip6le
électromagnétique qui a Son tour génére une nouvelle onde électromagnétique de maniére
isotrope. Lorsque la particule Est grande, plusieurs dipbles sont générés, chacun émettant une
onde électromagnétique. Ces

Ondes émises peuvent interférer entre elles, et sont caractéristiques de la particule
étudiée [79].
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111.6- Activité antimicrobienne :

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’'usage
des antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a
entrainé la sélection de souches multi résistantes, d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes, sous forme de métabolites secondaires dont les composés
phénoliques. Ces derniers sont toujours utilisés dans 1’industrie alimentaire et cosmétique et
comme agents antimicrobiens en médecine populaire.
Les composés phénoligues notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur
toxicité vis-a-vis les microorganismes. Le mécanisme de toxicité est lié a I'inhibition des

enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolase) ou d'autres interactions pour

inactiver les adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire [80].

111.6.1- Evaluation de ’activité antimicrobienne :

111.6.1.1- Principe

L’activité antimicrobienne consiste a estimer I’inhibition de la croissance
antimicrobienne. D’un produit synthétisé par la « méthode de diffusion sur gélose par puits
».Les extraits de Plantes et les produits synthétisés (nanoparticules d’argent (Ag) sont testées
pour leur activité Antimicrobienne en laboratoire de contrdle de qualité cité aichée n°12
pendant une semaine vis -a-vis des souches :

Une souche bactériennes (E. coli ATEC8739) et champignons : une moisissure

(penicillium aurantiogriseum16025) et une germe aérobie

111.6.2.2- Mode opératoire
La mise en évidence de 1’activité antimicrobienne est réalisée selon la méthode

d’écrite (Mollick and others, 2015) Par comme le montre le schéma ci-dessous [80].
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1 jour

» Ensemencement des souches dans une gélose nutritive

« Incubation a 37°C

2 jours

+ Standardisation des souches dans 1'eau physiologique UFC=10-7
 Ensemencement du milieu Muller Hinton par écouvillonnage

* Formation des puits

* Chaque boite de Pétri possédé 2puits

* Déposer les échantillons dans les puits

* Laisser au réfrigérateur pendant 2 heures

* Incubation a 37 °C pendant 24 h

3 jours

* Lecture des résultats
* Apparition des zones d'inhibition

* Mesurer le diamétre des zones d'inhibition

Schéma Général de P’activité antibactérien

Les échantillons ont été déposés dans deux puits comme suit :

a) Puits N°1 : solution de Ag ;

(differentes dilutions : 1/2, 1/4, 1/8)

V-

communauté scientifique ces dernieres années, car ces protocoles sont peu colteux et plus
respectueux de I'environnement que les méthodes de synthése standard. Dans ce chapitre,
nous rapportons une méthode simple et respectueuse de I'environnement pour la synthése des

NPs d'argent en utilisant une solution aqueuse d'extrait des feuilles de verveine et grenadier

Résultats et discussion

La synthese verte des nanoparticules métalliques (NPs) a attiré 1’attention de la

en tant que bio réducteur.
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b) Puits N°2 : solution d’extrait de plante.
A I’aide d’une pince stérile, placer les disques imprégnés d’extrait de la plante médicinale



IV.1- Technique Spectroscopie UV- visible

Les UV-Vis correspondants les spectres d'absorption montrent un pic de surface
bandes d'absorption avec des maxima a environ 475nm, 450nm, respectivement.
Ils correspondent & la résonance plasmonique de surface typique (SPR) des électrons

conducteurs des nanoparticules d'argent surface.

Verveine

grenadie

Figure 1V.1 : Spectres UV-Vis d'AgNPs synthétisés en utilisant les extraits de Grenadine et
de Verveine

Plus la concentration de I'extrait ajouté était élevée, plus la possibilité d'un mécanisme de
réduction a I'état vert du nitrate d'argent se produirait, ce qui conduirait a la formation de
nanoparticules d'argent bien définies et stables.

Selon la théorie de Mie, une seule bande SPR est attendue dans les spectres d'absorption des
nanoparticules métalliques sphériques, alors que les particules anisotropes pourraient donner
naissance a deux bandes SPR ou plus, selon la forme des particules . Dans notre cas, un seul

pic de SPR a été observé, ce qui suggere que nos AgNPs étaient de forme sphérique.
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IV.2- Technique diffusion dynamique de la lumiere (DLS) :

La diffusion dynamique de lumiere est une méthode capable de mesurer la taille des
particules et des molécules en suspension dans un milieu liquide.
La figure 1V.2 représente la représentation graphique de la distribution gralunométrique de la
solution d’argent colloidal. Nous constatons que La distribution granulometrique de
I’échantillon présente une distribution de taille inférieur a 100 nm. De I’ordre de 68 nm. Ce

qui confirme la bonne formation et la stabilité des nanoparticles d’argent colloidal.

Size Distribution | Autocarelation Function | Residusl | Data | Conition | Table |
100
B, Measurement Results
Date : vendredi 4
Measurement Type : Particle Siz¢
T Sample Name : chem 1
-0 Scattering Angle 173
Temperature of the Holder 1 250 °C
6.0 Dispersion Medium Viscosity : 0.896 mPa-s
Transmission Intensity before Meas. 1 4001
. . Distribution Form : Standard
- 5.0 —60 - Distribution FormiDispersity) : Monodispe
Representation of Result : Seattering L
B 3 Count Rate : 1530 kCPS
8 0] % || |Calculation Results
g* E Peak No. S P Ares Ratio Mean 5.0 Mode
o o 1 1.00 E1.2 nm 48.1nm P2 nm
i —40 g H —nm —nm —om
20+ E] —nm —nm —nm
Total 1.00 E1.2 nm 421 nm FF.2nm
Cumulant Operations
20 Z-Average 1 236 hm
. 20 Pl . 0.548
Molecular Weight Measurement
1.04 Meolecular Weight Do
. Parameters for Melecular Weight Calculation :© ---
0.0 R | | R | vt tern o
0.7 T 10 T00 1000 10000
Diarneter (nrm) <
a R1T 0.000000 0.

Figure 1V.2: représentation graphique de la distribution gralunométrique de la solution

d’argent colloidal

1V.3- Evaluation de Dactivit¢é antimicrobiene des nanoparticules

syntheétisées

Dans cette partie du travail nous avons testé 1’activité antimicrobiene des NPsAg, de la
solution de nitrate d’argent, ainsi que les extraits aqueux des deux plantes étudiées (verveine
et granadie) sur la souches bactérienne

Il s’agit de :
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- Escherichia coli ATEC :8739

- chompigone et moisissure :penicillium aurantiogriseum16025

- les germe aerobie

Ce test a ¢t¢ développé pour déterminer 1’activité anttimicribienne d’un échantillon en
mesurant une zone d’inhibition de la croissance de microbiologie autour de 1’échantillon.
Cette zone d’inhibition met en évidence la diffusion de I’agent antimicrobienne.

Les photographies des boites de Pétri sont illustrées dans la figure 1V.4.

Tableau IV.1: Résultats qualitatifs de 1’activité antimicrobienne de I’extrait granadier -

AgNps.

Dillution Dilluton 1/2 dillution1/4 dilutionl1/5 dillutionl/7
souches
E.coli 30mm 30mm 27mm 25mm
Moisissure 30mm 30mm 26mm 25mm
Germe aerobie | 10mm 10mm 9mm 7.5mm

Tableau 1V.2 : Résultats qualitatifs de 1’activité antimicrobienne de I’extrait verveine-AgNps.

dillution Dillution1/2 Dillution1/4 Dillution 1/7
Les Souches
E.coli 30mm 27mm 25mm
Moisissure 30mm 25mm 25mm

Les nanoparticules argentées synthétisés a partir de granadier ont montré une
forte inhibition de la croissance de E.coli (25+30 mm). Elles ont également inhibé la
croissance de moisissure(25£30mm). et les germe aerobie avec des zones d’inhibition
respectivement de (10£7.5mm).

Quant aux nanoparticules argentées synthétisees avec granadier selon la figure 1V .4,

elles ont montré une zone d’inhibition élevée chez vereveine (20+19 mm). Les diameétres de
zones d’inhibition pour E. coli et moisissure sont de 2530 mm, respectivement.

Selon Mollick et Nayak (2015), les nanoparticules d’argent ont une excellente activité
antibactérienne vis-a-vis E. coli .

En comparésire par d’autre travaile Les nanoparticules argentées synthétisés a partir de S.

oleraceus(Figure V.5)ont
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montré une forte inhibition de la croissance de S. aureus (18,33+1,52 mm). Elles ont
également inhibé la croissance de SARM, E. coli et P. aeruginosa avec des zones d’inhibition
respectivement de 17+1, 16,33+1,52 et 15 ,66+1,15 mm.

Quant aux nanoparticules argentées syntheétisées avec H. Coronarium(Figure .V ),

elles ont montré une zone d’inhibition élevée chez S. aureus (190 mm). Les diametres des
zones d’inhibition pour SARM, P. aeruginosa et E. coli sont de 17,33+2,51, 16,33+0,57 et
15,33+1,15 mm, respectivement.

Selon Mollick et Nayak (2015), les nanoparticules d’argent ont une excellente activité
antibactérienne vis-a-vis E. coli et P. aeruginosa[81].

En outre, il a été signalé d’une part que les nanoparticules argentées synthétisées a partir ; des
deux plantes utilisées ont montré une forte zone d’inhibition par rapport a la solution
d’AgNO3 (Figure IV.3) (Figure IV.4).

D’autre part, les extraits de plantes seuls n’ont pas montré d’activité et par comparésone

avec les S. aureus et P. aeruginosa. On trouvé que le grenadie a la une forte inibition

Figure 1V.3 : Milieu de culture gélose nutritive vis-a vie le grenadier et verveine
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Figure 1V.4 : Les photographies des boites de Pétri des zones

d’inhibition met en évidence la diffusion de I’agent antimicrobienne.
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Figure IV.5 : Les photographies des boites de Pétri des zones

d’inhibition met en évidence la diffusion de I’agent antimicrobienne.

SARM, P. aeruginosa et H. Coronarium

IV.4- Mécanisme de formation des nanoparticules d’argent :

Le mécanisme de formation des nanoparticules selon nom , représenté
sur la figure 1V.6 tiens compte du fait que 1’extrait de la plante est trés riche en polyphénols.
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 derniers ont réduit en

Ag métallique en présence d’électrons libres.

COOR COOR COOR COOR
AGNO5 2H" o @ZAQ + 2e
O-H O-H
Ag* o
H L~ O-H Ag
2Ag" + 2¢ —= 2Ag°
Ou
2H™ + 2e” H,

2Ag” + Hy —=— 2Ag" + 2H™

Figure 1V.6 : Mécanisme de formation
La stabilité colloidale des nanoparticules est assurée par I’interaction entre les
hydrogenes des groupements phénoliques de I’extrait aqueux et les nanoparticules d’argent

chargées négativement représenté la figure 1V.7
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Figure IV.7: Mécanisme de stabilisation d’Ag

IV.5- Parameétres influencant la formation des nanoparticules

d’argent :

IV.5.1- Influence de la concentration de d'AgNQO; sur la formation
des AgNPs

Conformément a la figure 2, l'augmentation de la concentration d'’AgNO3 augmente
la densité optique des AgNPs. L'augmentation de la densité optique peut étre comprise sur la
base de la concentration accrue du monomeére (espéce de croissance AgNO3 dans ce cas) dans

un volume de réaction fixe [82].

1VV.5.2-Influence de la concentration de I’extrait sur la formation des
AgNPs

La figure 3 montre que I'augmentation du volume d'extraction des plantes
augmente également la densité optique des AgNPs. L'augmentation de la densité optique peut
s'expliquer par l'augmentation de la quantité de tensioactif (extrait de plante), plus de
molécules d'oléate réagissent avec le précurseur (AgNO3) et des monomeres plus stables avec
une réactivité réduite se forment. [82] Selon le modéle de La Mer [83] pour la nucléation et la
croissance, une concentration reduite de monomeére actif réduit le taux de nucléation et
empéche la formation d'un grand nombre de noyaux et donc favorise la croissance de
nanoparticules plus grosses
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Conclusion générale :

L’objectif principal de ce travail est de proposer de nouvelles voies de biosynthése
des nanoparticules métalliques d’argent (Ag) en vue de remplacer I’utilisation des réducteurs
chimiques. A cet effet, nous avons choisi deux plantes médicinales qui sont Grenadier
(Punica granatum) et Verveine-odorante (Aloysia citriodora); afin de mettre en ceuvre la
fabrication de nanoparticules biologiques.

La teneur en eau a été déterminée au départ ou les deux plantes ont montré une richesse
hydrigue.
L’extraction des composés actifs a été réalisée par la séparément par une addition lente

I’extrait aqueux & la solution de d’argent, en utilisant I’eau comme solvant d’extraction.

La caractérisation des nanoparticules d’argent synthétisées a été réalisée en associant
des méthodes de caractérisation de surface telles que 1’UV-visible, diffusion dynamique de la
lumiére. Ensuite une étude de I’activité antimicrobienne des nanoparticules d’Ag a base

d’extrait de plantes a été effectuée.

Les nanoparticules d’argent synthétisées avec Grenadier et Verveine présentent des
pics de surface bandes d'absorption UV-VIS caractéristiques avec des maximuns a environ
475nm et 450nm respectivement. Ces bandes UV-Vis correspondent a la norme de formation
de NPgs qui est entre 400-500 nm

L’¢tude microbiologique a révélé que les nanoparticules d’argent synthétisées avec
Grenadier ont donné des zones d’inhibition avec des diametres respectivement de (2530mm)
pour E. coli. Elles ont également inhibé la croissance de moisissure (25+30mm) et les germe
aerobie avec des zones d’inhibition respectivement de (10+7.5mm).

En outre, les nanoparticules fabriquées a base de verveine révélée des zones avec des
diametres (20+£19 mm). Les diamétres de zones d’inhibition pour E. coli et moisissure sont de
(25£30mm), respectivement.

En perspectives certains points restent a approfondir, il serait donc intéressant de compléter
cette étude par I’étude antimicrobienne a d’autres souches et déterminer le mécanisme et la
cinétique d’inhibition de la croissance bactérienne par ces nanoparticules.

Par conséquent,
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Cela conduit a des méthodes biologiques qui pourraient étre plus respectueuses de
I'environnement et ne causent aucun dommage a la santé des animaux humains et

domestiques.
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