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RESUME

ABSTRACT




Résumé

Le développement de méthodes fiables pour la synthese de nanoparticules est une étape
essentielle dans le domaine de la nanotechnologie. Au cours de la derniere décennie, de
nombreux efforts ont été déployés pour développer des méthodes de synthése vertes afin

d'éviter les sous-produits dangereux.

Dans cette étude une synthese verte de nanoparticules d’argent est réalisée en utilisant

I'extrait de graines de moutarde et AQNOs a différentes concentrations.

Cette technique est utilisée comme méthode écologique et rentable. Les nanoparticules
obtenues ont été caracterisées par spectroscopie UV-visible, la position de la bande se situe a
430 nm, avec une augmentation de 1’intensité avec le temps, cela indiquant la formation des
AgNPs.
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Abstract

The development of reliable and eco-accommodating methods for the synthesis of
nanoparticles is an essential step in the field of nanotechnology. Over the past decade, many
efforts have been made to develop green synthesis methods to avoid hazardous by-products.
In this study, the biosynthesis of silver nanoparticles is performed using mustard seed leaf
extract and AgNO3 and different concentrations. This technique is used as environmentally
friendly and cost effective methods. The nanoparticles obtained were characterized by UV-
visible spectroscopy; the position of band is 430 nm, with an increase in intensity over time,
indicating the formation of AgNPs.
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Introduction

La nanotechnologie est la science qui s’intéresse a la synthése, la manipulation et
I’application des matériaux ou des objets possédant des formes et des tailles controlées a
I’échelle nanométrique [1]. Le domaine des nanotechnologies attire I’attention de la
communauté scientifique de différent horizon : en médecine, énergie renouvelable et
agriculture...etc. En effet, c’est I’axe de recherche le plus dynamique en sciences des
matériaux qui ne cesse de s’accroitre ces derniéres années. L’intérét porté aux systémes
nanomeétriques, provient des propriétés physiques et/ou chimiques particuliéres opérant a
cette échelle, trés différentes de celles du méme matériau a 1’état massif ou a I’état

atomique.

Le préfixe « nano » indique un objet de taille nanométrique, il équivaut a un milliardieme
ou 10° m. 1l est largement admis que les nanoparticules sont des amas d’atomes dont la

taille est comprise entre 1 et 100 nm [2].

Les nanoparticules peuvent étre synthétisées par différents procédés physiques et/ou

chimiques tels que :
-Procédé de dépdt physique en phase vapeur ;
-Croissance chimique (CVD) ;
-Décomposition thermique (thermolyse) ;
-Réduction chimique des sels métalliques...... etc.

Bien que ces méthodes offrent la possibilité pour la synthése de volume élevé de
nanoparticules. Cependant, I’utilisation intensive de 1’énergie (T> 300°C), des équipements
colteux et de produits chimiques dangereux dans ces processus de synthese a soulevé de
sérieuses inquiétudes concernant les effets néfastes sur l'environnement et la santé

humaine.

Pour faire face a ces problemes, les scientifiques ont concentré leurs efforts pour
développer de nouvelles techniques de synthése non toxiques, propres, fiables,
biocompatibles, permettant de réduire les menaces sur la santé humaine et stopper la

dégradation de I’environnement.



La synthese de nanoparticules métalliqgues a travers la voie verte est une méthode
prometteuse et écologique qui s’appuie sur 1’utilisation de bactéries [3], champignons [4],

plantes [5], levures... comme bioréducteurs.

EN outre sa simplicit¢ de mise en ceuvre, la synthése verte des nanoparticules via
I’utilisation des extraits de plantes devient de plus en plus un sujet d'intérét pour les

chercheurs scientifiques.

Ces méthodes vertes sont peu couteuses, 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.

Ce modeste travail a donc pour objectif 1’élaboration de nanoparticules d’argent par un
procéde simple, rapide et propre vis-a-vis de I’environnement et du manipulateur. Les
nanoparticules ont été préparées a base de I’extrait de moutarde comme bioréducteur et de
AgNO3.

Ce travail est divisé en trois chapitres. Le premier chapitre est consacré a une synthese

bibliographique sur les nanoparticules d’argent et I’agent réducteur (extrait de moutarde).

La préparation des extraits de moutarde, leur caractérisation, I’influence de différents
parameétres (concentration de I’extrait, temps de contact, pH du milieu...) sur la préparation
des nanoparticules d’argent, ainsi qu'une étude sur 1’activité antioxydante seront détaillées

dans le deuxieme chapitre.

Le troisieme chapitre décrit la discussion des résultats obtenus.
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.1/ Les nanoparticules

1.1.1/ Définition

Une nanoparticule peut étre définie comme toute particule produite intentionnellement,
dont les dimensions se situent a I'échelle nanométrique entrel a 100 nm. Ces particules
possedent des propriétés physico-chimiques totalement différentes de celles de leurs

homologues a 1’état massique.

De méme, les nanoparticules peuvent étre définies comme un assemblage de million

d’atomes liés entre eux en formant des entités sphériques, dont le diametre est inférieur a

100 nm.

A titre de comparaison avec les structures organiques naturelles, les nanoparticules se

situent principalement dans la gamme de taille correspondant aux protéines (Figure 1.1).
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Figure 1.1: Gamme de tailles des nanoparticules comparée a celles des principales
structures chimiques et biologique [6]

Les différentes définitions de nanoparticules rapportées par les organisations de

standardisation sont regroupées dans le tableau suivant.



Tableau 1.1: Définitions des NPs par les différentes organisations de standardisation [7].

organisations de fiiys
g - Définition
standardisation
ISO Une particule ayant un diamétre compris entre 1 et 100 nm.
Des particules ultrafines dont la longueur entre deux ou trois
ASTM . .
endroits est comprise entre 1 et 100 nm.
Une particule de diamétre compris entre 1et 100 nm, ou une
NIOSH . .
fibre de longueur comprise entre 1 et 100 nm
SCCP Au moins un coté se trouve dans la gamme nanométrique
Toutes les dimensions ou diamétres sont dans la gamme
BSI et BAUA o s
nanométrique
Matériau naturel, formé accidentellement contenant des
particules libres, sous forme d’agrégat ou sous forme
EC d’agglomérat, dont au moins 50 % des particules, dans la
répartition par taille, présentent une ou plusieurs dimensions
externes se situant entre 1 nm et 100 nm

1.1.2/ Origine des nanoparticules

1.1.2.1/Les nanoparticules naturelles

Les nanoparticules naturelles sont toutes les particules issues des activités terrigenes

(érosion), des activités volcaniques, des activités marines (aérosols de sel), et des

composés organiques (transformations gaz/particules).

Les nanoparticules sont aussi observées lors des phénoménes de combustion [8].

Une fois les nanoparticules émises dans 1’atmospheére, elles se transforment facilement, ce

qui peut entrainer des modifications de taille et de composition.

1.1.2.2/Les nanoparticules artificielles

Les nanoparticules artificielles sont fabriquées soit par fractionnement d’un matériau massif

(approche descendant), soit par agglomération d’atomes (approche ascendante) elle se présente

sous la forme de poudres, de gel ou de solution leur intérét réside dans leurs taille qui leur confére

des propriétés physiques et chimiques inédites




Les activités humaines génerent aussi des nanoparticules : assemblage de métaux par
soudure qui libere des nanoparticules, la fumée de la cigarette, les gaz d’échappement des
engins a combustion, les activités culinaires (cuisson d’aliments), les activités de
nettoyage, la combustion de bougies, les fumées de cheminées...Les nanoparticules
peuvent aussi étre présentes dans les produits cosmétiques en raison de leurs propriétés

antioxydantes [9] ou comme additifs pour des peintures [10].

Elles sont issues plus particulierement des secteurs de Transport, I'agriculture et I'industrie
[11].

1.1.2.3/Les nanoparticules accidentelles

Elles proviennent principalement des : Feux de bois, gaz d’échappement de véhicule,

freinage...etc [12].
1.1.3/ Classification des nanoparticules

La composition du cceur des nanoparticules est trés variée : Il s’agit des assemblages
organiques ou inorganiques [13]. Nous allons décrire dans la partie suivante les

nanoparticules les plus courantes.
I.1.3.1/Nanoparticules organiques
1.1.3.1.1/ Nanotube de carbone (CNT)

Généralement défini comme une longue structure cylindrique constituée soit par un

enroulement de graphite ou graphéne.

A - Graphéne 2D B- Graphéne 3D C- Nanotube 1D D- Fulleréne 0D

Figure 1.2: Le carbone sp? dans tous ses états [14].



1.1.3.1.2/ Systeme micellaire/lipidique

Une micelle est le groupe de molécules qui constitue 1'une des phases des colloides

(comme une parcelle)

C’est le mécanisme par lequel le savon solubilise les molécules insolubles dans 1’eau, telles

que les graisses les solutions colloidales sont riches en micelles

. Dipalmitoyiphosphatidylcholine

@ Stearylamine (Stabiliseur)

@ Nanoparticules d'argent

Figure 1.3: liposome [15].
1.1.3.1.3/ Nanoparticules a base de polymeéres

De nombreux polyméres organiques sont produits dans des dimensions nanométriques. On
peut citer le chlorure de polyvinyle, le polystyréne ou encore le latex. Réduits a 1’échelle
nanomeétrique, ces composés peuvent étre, dans certaines conditions, solubilisés ou
modifiés chimiquement. Plusieurs de ces polymeéres organiques sont a méme d’étre

prépares sous forme de Nanofils [16].

Polymériques
(nanoparticule et micellie)

Figure 1.4: Nanoparticule polymérique



1.1.3.2/Les nanoparticules inorganiques

Les nanoparticules inorganiques sont les plus largement étudiées depuis le début du
développement des nanosciences. Les métaux peuvent étre élaborés dans des dimensions
nanomeétriques. Vu leur préparation a grande échelle et leur application dans divers
domaines, les nanoparticules métalliques d’or [17, 18] ou d’argent, les nanoparticules
magnétiques a base de fer, nickel et cobalt [19], les nanoparticules en silice [20] et les nano
cristaux semi-conducteurs [21, 22] sont les plus étudiées et les plus citées dans la

littérature.
1.2/ L’argent

1.2.1/ Définition

L’argent est un élément chimique métallique de symbole Ag, il est utilisé principalement
dans les industries électroniques, électriques, en bijouterie et dans le domaine de la
photographie [23]. 1l possede des propriétés germicides et bactéricides trés connues depuis
I’antiquité. En effet, les grecs, les perses et les romains utilisaient déja de la vaisselle en
argent et la tradition de fabriquer des ustensiles de cuisine en plaqué argent s’est perpétuée
jusqu’a nos jours [24]. Les pionniers américains auraient eu pour coutume de placer une
piéce de monnaie en argent dans les bidons de lait pour en assurer la conservation [25]. En
fin, I’argent est un additif alimentaire industriel sous forme de colorant utilisé notamment

en confiserie, sous le code E 174 [26].
1.3/ Les nanoparticules d’argent

Les nanoparticules d’argent ont recu beaucoup d’attention de la part des chercheurs
scientifiques. Cette attention particuliére est traduite par le nombre élevé de travaux cités
dans la littérature. En effet les nanoparticules d’argent sont impliquées dans différents
domaines : en catalyse [27], en plasmonique [28], en optoélectronique [29], capteurs
biologiques [30, 31], activités antimicrobiennes [32, 33], séquencage de I'ADN [34],
Traitement de I’eau [35], L’énergie renouvelable [36], stockage d'informations [37] et les

applications biomédicales [38].



1.3.1/ Définition

Les nanoparticules d’argent ou nano-argent sont des molécules ayant une taille de 20- 40
nm, elles sont composees de 80% d’atome d’argent et de 20% d’ions argent [39]. Ces
nanoparticules présentent des propriétés spécifiques qui dépendent de leur taille et de leur
forme [40].

Les études scientifiqgues montrent également que I’activité catalytique est étroitement liée a
la taille, structure, forme, et I’environnement chimique des nanoparticules d’argent. Le
contrble de ces parametres est souvent réalise en faisant varier les méthodes de synthése,

les agents réducteurs et stabilisateurs [41].
1.3.2/ Propriétés des nanoparticules d’argent
1.3.2.1/Propriétés physiques et chimiques

La maitrise de ces propriétés telles que : la taille, la forme, la charge et le revétement de
surface, sont importantes pour déterminer les interactions et les impacts biologiques des
AgNPs. Les plus petites particules présentant une surface de contact importante, montrent
un fort potentiel en tant que composés bioactifs [42]. Il est a signaler qu’une petite
concentration d’argent ne présente aucun danger pour les cellules humaines, mais elle

montre un taux de mortalité élevé vis a vis des micro-organismes pathogeénes [43].

Figure 1.5: Poudre de nano-argent



1.3.2.2/Propriétés optiques

Les propriétés optiques remarquables des nanoparticules résultent de leur interaction
unique avec la lumiére, qui provoque I’oscillation cohérente de leurs électrons a bande de
conduction libre, ou la résonance plasmonique de surface localisé (LSPR). L’oscillation
des électrons libre entraine la conversion de 1’énergie des photons en énergie thermique.
Ces deux mécanismes de désintégration ont été facilement utilisés dans les applications de
bio diagnostic, I’imagerie et le traitement thérapeutique. La LSPR des AgNPs dépend de la
taille, la forme, I’environnement diélectrique et des interactions électromagnétiques

mutuelles entre les particules proches.
1.3.2.3/Propriétés électrochimiques

Du fait de leurs propriétés électrochimiques, les AgNPs ont été intégrées dans des capteurs
chimiques a 1’échelle nanométrique en montrant des temps de réponse plus rapides et des
limites de détection plus basses. En effet, Dans leur recherche Manno et al.2008 [44] ont
déposé par électrolyse des AgNPs sur des plaques d’alumine et des microélectrodes en or.

Ce systeme a montré une grande sensibilité au peroxyde d’hydrogeéne.
1.3.3/ Méthodes de synthése de nanoparticules d’argent

Les méthodes de synthese des nanoparticules sont regroupées entre deux grandes
approches. L’approche descendante « Top-down » ou appelée communément (méthode de
haut en bas), cette méthode consiste en la diminution graduelle de la taille d’un objet a
I’état massique par des moyens de réduction convenable (broyage a haute énergie.....)
jusqu’a atteindre des dimensions nanométriques. L’approche inverse qualifiée du nom
approche ascendante « bottom-up » ou du bas vers le haut, consiste a assembler des motifs
atomiques ou moléculaires afin de constituer des objets nanométriques [45, 46] (Figurel.6).
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Figure 1.6: Schéma des deux grandes approches de synthése de nanoparticules d’argent.

Les procédés actuels permettant 1’élaboration de nanoparticules d’argent sont classés en

deux grandes catégories :
v' Elaboration par voie physique.
v' Elaboration par voie chimique.
1.3.3.1/Méthode physique

Les méthodes physiques sont généralement rapides, nimpliquent pas de produits
chimiques toxiques et forment une distribution relativement étroite de la taille des AgNPs
synthétisées. Plusieurs méthodes physiques sont possibles pour la synthese d'AgNPs. On
peut citer a titre d’exemple : évaporation- condensation d’un sel métallique [47], le

broyage a billes [48], I'arc décharge [49], ablation laser [50].
1.3.3.2/Méthode chimique

Dans une approche ascendante, la réduction chimique est la méthode la plus facile pour la
synthése des AgNPs. Cette méthode nécessite ['utilisation de trois composants
indispensables : un sel précurseur, un agent réducteur et un agent stabilisant [51-52].
Divers agents réducteurs organiques et inorganiques en solutions aqueuses ou non
aqueuses sont utilisés pour la réduction des ions Ag®, par exemple, les copolyméres a blocs
de polyéthyléne glycol, le citrate de sodium, le réactif de Tollen, I'ascorbate, le N, N-
diméthylformamide (DMF) et le borohydrure de sodium (NaBH4) [53-55]. L’un des plus
grands avantages de cette méthode est qu'une grande quantité de nanoparticules peut étre

synthétisée dans un laps de temps tres court.
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» Réduction chimique d’ion Ag+

La réduction chimique est la méthode la plus fréquemment appliquée pour la préparation
des AgNPs sous forme d’argent métallique. Initialement, la réduction des ions Ag+ conduit
a la formation d’atomes d’argent Ag(0), suivie par une agglomération en clusters
oligométriques ou oligomérique. Ces clusters conduisent finalement a la formation de

particules d’argent colloidales [56].

Des études antérieures ont montré que [’utilisation d’un réducteur fort, tel que le
borohydrure, donnait lieu a de petites particules mono dispersées, mais la génération de
particules plus grandes était difficile a contrdler. L’utilisation d’un agent de faible pouvoir
réducteur, comme le citrate, entraine un taux de réduction plus lent, et la distribution des

tailles était loin d’étre étroite [57-59].

Il est important d’utiliser des agents protecteurs pour stabiliser les nanoparticules
dispersées au cours de leur préparation. La stratégie la plus courante consiste a protéger les
nanoparticules avec des agents protecteurs qui peuvent étre adsorbés ou se lier a la surface

des nanoparticules, évitant ainsi leur agglomération [60].

L’argent métallique s’obtient par réaction d’oxydo-réduction de I’ion argent selon la

réaction suivante :

Agt +é —> A(°

Cette réaction de base peut s’effectuer a partir de différents sels d’argent, dans différents
milieux et selon différentes méthodologies. Le choix de 1’agent réducteur est également
important. En effet, un bon réducteur pourrait étre toxique et présente des dangers pour

I’environnement et la santé humaine.

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

solution pour synthétiser des nanoparticules d’argent [61].
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Tableau 1.2: Réduction chimique de 1’argent en solution [62].

Morphologie et taille

Solvant Réducteur Agent stabilisant des
particules
NH20OH, HCI (Chlorhydrate s s
d’hydroxylamine)
Nanofils ou
Citrate de sodium Citrate de sodium Nanospheres 50-100
nm
Réactif de Tollens Nanosphéres
. Structure squelette
Eal Nickel de Raney (poreuse) d’Ag
NaBH4 Dodécanethiol Nanosphéres 2-7nm
Ethyléne glycol PVP Nanofils 30-60 nm
Ethyléne glycol PVP Nanocubes
Genamine T020 (agent Vésicules Nanosphéres
tensio-actif non ionique) multilamellaires 3-9,6 nm
O lon phosphotungstate Réseaq de
nanoparticules
Diméthylactamide PEG Nanospheres
DMF PP Nanoprismes et
Nanosphéres
. Acétonitrile Tetrathiafulvalene Nanoa_r t.ICUIeS
organique dendritiques

Acide ascorbique

Micelles sous
forme de tiges

Nanotriangles

Radicaux libres obtenus
parsonication

AAO

Nanofils

1.3.3.3/Synthése verte de nanoparticules d’argent

Les méthodes conventionnelles de la synthése de nanoparticules, sont colteuses, toxiques

et non respectueuses envers l'environnement. Pour surmonter a ces probléemes, les

chercheurs sont orientés vers les voies vertes en utilisant de produits trés abondants,

biodégradables, non toxiques et faciles a mettre en ceuvre lors de la synthése de ces

nanomatériaux.
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1.3.3.3.1/ Synthese d’AgNPs a I’aide de bactéries (synthese bactérienne)

Les applications industrielles telles que I'assainissement de Il'environnement, la
modification génétique et la biolixiviation utilisent des micro-organismes tels: les
champignons, levures et bactéries [63]. Ces derniers peuvent également étre utilisés dans
le traitement biologique des eaux, par la diminution de la concentration des ions
métalliques dans les effluents industriels, en favorisant leur agglomération sous forme de
nanoparticules. Les procaryotes et les actinobactéria sont largement utilisés dans ce genre
de traitement en formant des nanoparticules d'oxydes métalliques. Par conséquent
I’utilisation de ces micro-organismes est tres recommandée dans la récupération
industrielle de I'Ag a partir de matériaux de minerai. En effet, ces cellules bactériennes

accumulent des AgNPs en grandes quantités jusqu'a 200 nm [64].

Ajout de bactéries
biomasse a la solution de
a Ag\ 03

Bactérie Biciaanse Solution d'AgNO3

ctivité antibactérie
ésinfection de 1'ai

mballage alimentaife Applications

Figure 1.7: Schéma de la synthése des AgNPs en utilisant des bactéries [65].
1.3.3.3.2/ Synthése d’AgNPs a I’aide de champignons (synthése fongique)

Les champignons sont largement utilisés pour la synthése de NP métalliques en raison de
leur capacité de bioaccumulation des métaux sur leur surface (adsorption extracellulaires).
La présence des groupements carboxyliques dans I’enzyme secrétée par les champignons,
favorise 1’adsorption et la réduction des ions métalliques sur la surface externe des cellules
fongiques, incitant par la suite la formation des nanoparticules métalliques [66]. Les
champignons peuvent synthétiser des quantités importantes de nanoparticules par rapport
aux bacteries [67]. Une représentation schématique de la synthése des nanoparticules

d’argent est illustrée sur la figure.l1.8.
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Figure 1.8: représentation schématique sur la synthese des nanoparticules d’argent a base
de champignons [68].

1.3.3.3.3/ Synthése d’AgNPs a I’aide de virus (synthese virale)

Les virus sont également utilisés dans les procédures de synthése de nanoparticules. Ce
sont d’excellents précurseurs, pour produire des nano-cristaux semi-conducteurs tels que le
sulfure de cadmium, le dioxyde de silicium, l'oxyde ferreux et le sulfure de zinc. Ces
nanocristaux présentent un intérét grandissant pour le secteur industriel, et notamment ils

font I'objet d'études intensives dans l'industrie électronique [69].

1.3.3.3.4/ Synthése d’AgNPs a I’aide d’algues (synthése algale)

En raison de leur potentiel bioréducteur, les algues sont aussi utilisées pour la synthese des
nanoparticules métalliques. Dans leur étude Mata et al. 2009 [70] ont montré 1’efficacité de
I’extrait d’algue brune (Fucus vesiculosus), a réduire 1’ion Au(l11) en or métallique Au(0).
Les protéines de I'extrait dalgue brune agissent comme agents de réduction, de
stabilisation et peuvent étre utilisées pour contréler et améliorer la forme des
nanoparticules [71]. Sargassum wighti, une algue océanique, a été également utilisée pour

préparer des nanoparticules bimétalliques Au, Ag et Au/Ag extrinseques [72].
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Figure 1.9: Synthése de nanoparticules a base de différentes algues [73].

1.3.3.3.5/ Synthése d’AgNPs a I’aide d'extraits de plantes (synthese végétale)

L’intérét porté sur 1’étude de ce type de synthese, réside principalement dans sa rapidité, sa
facilité de mettre en place et en plus ce procédé de préparation est sans danger vis-a-vis de

I’environnement et du manipulateur.

Vu leur large spectre de métabolites secondaires, tels que les polyphénols, les flavonoides,
les terpenoides, les acides aminés, les protéines et les enzymes, les plantes sont considérées
comme un réservoir inépuisable d’espéces bioactives, ce qui leur qualifiées d’étre un choix
judicieux pour 1’élaboration des nanoparticules. En effet, elles pourraient améliorer la

synthese des nanoparticules, en jouant un réle d'agent stabilisant et/ou réducteur.

Il est a signaler que le rendement et la taille des nanoparticules varie en fonction de

I’espece de la plante [74].

Les parties des plantes comme les racines, les tiges, les graines et les feuilles sont
principalement utilisées pour la synthése des NPs [75].

En général, les méthodes de synthése verte des nanoparticules a base des extraits de plantes
sont tres avantageuses en termes (de rendement, de rentabilité, de stabilité...) par rapport a

celles utilisant les micro-organismes (Figure.1.10) [90].
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Figure 1.10: schéma de la synthese des AgNPs a base des extraits de plante [91].

1.3.4/ Mécanisme de formation d’AgNPs (la bioréduction)

Le processus de formation des nanoparticules se déroule en trois etapes principales :
Nucléation, croissance et murissement. De nombreux parametres peuvent interférer lors de
la formation des nanoparticules : température, pH, nature de 1’agent réducteur,

concentration et nature des réactifs utilises [92].
¢ Nucléation

La nucleation ou germination est la naissance de nouveaux noyaux de cristaux, soit
spontanément, soit a partir de la solution (nucléation primaire) ou en présence de cristaux

de nucléation existants (nucléation secondaire).

C’est une ¢étape d’activation au cours de laquelle se produit la réduction des ions

métalliques et la nucléation des atomes metalliques réduits

Les precurseurs 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 nucléi entraine aprés un certain temps, une
diminution de la sursaturation. Par conséquent le taux de nucléation diminue et le nombre

de particules dans le systeme devient constant [93].
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Figure 1.11: Représentation schématique du mécanisme de formation de nanoparticules.

++ La croissance

Les nucléés ayant 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
[94].

« Le murissement

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

petites particules vers les plus grosses [95].
1.3.5/ Les molécules responsables de la bioréduction

La synthése d’'un AgNPs par des entités biologiques est due a la présence d’un grand
nombre de produits chimiques organiques comme les glucides, les graisses, les protéines,
les enzymes et les coenzymes, les bactéries, les champignons, les extraits de plantes, les
biopolymeres, etc... L’ingrédient actif de la réduction des ions Ag+ varie en fonction de

I’organisme/extrait utilisé

Dans le cas des plantes, les études montrent que les polyphénols, les terpenoides, les
alcaloides, les sucres, les protéines et les polyphénols jouent un réle important dans la

bioréduction des ions métalliques. [96].

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

sont capables de réduire les ions métalliques [97].

17




A B
,4‘\”/ i Cl/ = l
\:]/ e 2
ne= /I\\\T/IL
c D
i
— T .
. |r H/ :j: » v ’e '
X N = = \X/‘\}/t‘y ‘
\ — " o " : >
T
E F
? ] P )
A — terpencids (eugenol); B,C — flavonoids (luteolin, quertcetin)
D — areducing hexose with the open chain form: E_.F — amino acids
(tryptophan (E) . tyrosine (F))

Figure 1.12: principaux bioréducteurs présents dans les plantes.

1.3.6/ Stabilisation des nanoparticules d’argent

La stabilisation des nanoparticules est habituellement discutée en termes de deux
catégories générales de stabilisation, électrostatique et stérique. La stabilisation
électrostatique est obtenue par la coordination d’espéces anioniques, telles que les
halogénures, les carboxylates ou les polyoxoanions, aux particules métalliques. Cela
entraine la formation d’une double couche électrique, qui provoque une répulsion
coulombienne entre les nanoparticules. La stabilisation stérique est obtenue par la présence
de matériaux volumineux, typiguement organiques, qui, en raison de leur volume,
empéchent les nanoparticules de se diffuser ensemble. Les polyméres et les grands cations

tels que les alkylammoniums sont des exemples de stabilisateurs stériques.

Le choix du stabilisateur permet également d’ajuster la solubilité des nanoparticules [98-

90].
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Figure 1.13: stabilisation de nanoparticules d’argent.

1.3.7/ Facteurs Influencant sur la formation de NPs

Les principaux parametres physiques et chimiques affectant la synthése d’ AgNPs sont : la
température de réaction, la concentration relative de 1’extrait et du sel métallique, la nature
de D’extrait végétal, le pH du mélange réactionnel, le temps de réaction, et le temps
d’agitation. Ces parameétres influencent grandement la taille, la forme et la morphologie de
I’AgNPs [91].

Certains auteurs ont rapporté dans leurs études que la préparation en milieu basique,
montre un taux de croissance rapide et un bon rendement des nanoparticules d’argent [92-
98].

La toxicité est un facteur important a prendre en compte lors de l'utilisation des
nanoparticules a des fins biomédicales. En effet, les nanoparticules métalliques se sont
avérées dangereuses pour la santé des étres humains. La toxicité des nanoparticules

métalliques est régie par leur taille et leur charge superficielle [99].
1.3.8/ Méthode de caractérisation

De nombreuses techniques peuvent étre utilisees pour caractériser les nanoparticules
d’argent. Ces techniques apportent des informations sur la taille, la morphologie, la
cristallinité, la charge et la composition chimique des NPs.
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Les techniques les plus utilisées comprennent généralement la spectroscopie UV-Visible,
microscopie électronique a balayage (MEB), microscopie électronique a transition (MET),

la diffraction des rayons X (DRX), la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

(FTIR).

Uv-

DRX FTIR

Caractérisation des

Nanoparticules d’argent

Figure 1.14: Techniques de caractérisation des nanoparticules

1.3.8.1/La spectroscopie UV-visible

La spectroscopie d’adsorption dans 1’ultraviolet et le visible (UV-VIS) est une technique
tres utilisée dans les laboratoires d’analyse. L’utilisation de cette technique dans la
caractérisation des NPs, permet de donner des informations générales sur le taux de

réduction et la distribution de taille des ions métalliques formées [100].

Source polychromatique : Cuve Detecteur Afficheur
0.024 A
lMon,ocht,omateur |_Echantillon L Amplificateur

Figure 1.15: Schéma de principe du spectrophotometre UV-visible.
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1.3.8.2/La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourrier

La spectroscopie infrarouge est utilisée pour confirmer 1’interaction entre I’argent et les
bio-réducteurs. La réaction entre les nanoparticules d’argent et les biomolécules peut étre
identifiée par le déplacement des bandes caractéristiques attribuées aux différents groupes
fonctionnels présents dans les biomolécules, comme les groupements carbonyles,

hydroxyles et amines [101].

Lorsque le rayonnement infrarouge traverse 1’échantillon, une partie de ce rayonnement est
absorbé par 1’échantillon et le reste est transmis. Le spectre résultant signifie 1’absorption
et/ou la transmission en créant une empreinte moléculaire d’échantillon qui représente son

identité [102].
1.3.8.3/La diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction de rayons X, est une technique de caractérisation non destructive, elle
permet I’identification des structures cristallographiques et la détermination de la taille des

cristallites au sein d’un solide.

Les diffractogrammes obtenus sont comparés avec ceux des matériaux de référence. Les
positions et les intensités des raies observées sont comparées a celles données par des

fiches références JCPDS (Joint Commitee on Powder Diffraction Standards).
1.3.8.4/Microscopie a balayage électronique (MEB)

C’est une technique couramment utilisée, sa résolution reste assez bonne, elle varie entre 1
a 7 nm. Outre 1’observation de la microstructure, elle permet d’identifier la composition
chimique a I’échelle locale et méme globale de I’échantillon, via I’analyseur EDX,

incorporé dans I’appareil [103].

1.3.8.5/Caractérisation structurelle des nanoparticules métalliques par Microscopie

électronique a transmission (MET)

La (MET) est un outil fondamental pour 1’étude des matériaux a 1’échelle nanométrique.
Utilisée en mode conventionnel, elle permet de déterminer la morphologie, la taille, la
polydispersité et la cristallinit¢ des nanoparticules synthétisées. C’est une technique trés
performante, dont la résolution est bien meilleure que celle du MEB, elle se situe entre 0,1

et 1 nm. Cependant sa manipulation reste délicate [104].
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1.3.9/ Applications des nanoparticules d’argent

En raison de leurs propriétés antimicrobiennes, les nanoparticules d’argent sont utilisées
dans divers produits. Les applications typiques de ces nanoparticules comprennent les

doublures de vétements et de combinaisons chirurgicales, les appareils médicaux, la

conservation des aliments, les cosmétiques, les créemes solaires, les lessives pour les

vétements [105], les pansements et les bandages [106], les filtres pour le traitement des

eaux [107], les capteurs chimiques [108] et les produits pharmaceutiques [109].
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Figure 1.16: diverses applications des AgNPs.

1.3.10/ Activités biologiques de nanoparticules d’argent

1.3.10.1/Activité antimicrobienne

Les nanoparticules d’argent sont utilisées comme additif antimicrobien dans les ciments

osseux : poly méthacrylate diméthyle (PMMA) [110]. Elles sont aussi utilisées en tant

qu’agents antimicrobiens dans les pansements pour empécher les infections de blessure

[111]. L’argent imprégné dans les dispositifs implantables, et les masques chirurgicaux

indiguent une efficacité antimicrobienne importante [112].
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1.3.10.1.1/ Activité antibactérienne

Les nanoparticules des métaux nobles, et en particulier celles de 1’argent sont largement
utilisées en tant qu’agents antibactériens [113]. En effet, il a été démontré que les
nanoparticules d’argent, inhibent la croissance des souches comprenant a la fois les Gram
négatif et les Gram positif y compris, [’Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Staphylococcus epidermidis et Bacillus subtilis [114]. Ces
propriétés antibactériennes des AgNPs, leur permettent de jouer un réle prépondérant

dans les stations d’épuration des eaux usées [115].

1.3.10.1.2/ Activité antivirale

Les nanoparticules ont un fort potentiel antiviral en raison de leurs interactions multiples
avec la glycoprotéine réceptrice et / ou enveloppe virale, ils peuvent inhiber la

multiplication

Virale a I’intérieur de la cellule hote en empéchant la réplication ou en bloquant 1’entrée de

particules virales a I’intérieur de la cellule hote [116].

1.3.10.1.3/  Activité antifongique

Les AgNPs ont une forte activité antifongique contre Candida albicans, Candida glabrata,
Candida parapsilosis, candida krusei et Trichophyton mentagrophytes [117] par

I’inhibition de la germination des conidies [118].
1.3.10.2/Activité anti-cancéreuse

Les AgNPs peuvent étre considérés comme un outil prometteur dans la prévention contre
divers types de cellules cancéreuses : carcinome hépatocellulaire, cancer du poumon et de
sein, et le carcinome cervical, en raison de leur meilleure pénétration dans ces cellules,
leurs propriétés anti-angiogenése et antiproliférative, ainsi que les AgNPs peuvent étre

utilisées comme de biomarqueurs dans le corps humain [119].
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1.4/ Présentation des graines de moutarde blanche, noire et brune

Les graines de moutarde existent depuis 1’antiquité, elles sont cultivées par les chinois il y
a plus de 3000 ans [120]. Du fait de leurs vertus thérapeutiques, digestives et antiseptiques,
les graines de moutarde sont généralement utilisées dans la médecine traditionnelle pour

guérir et soigner plusieurs maladies.
1.4.1/ Classification
La classification de la plante de moutarde est mentionnée dans le Tableau 1.3

Tableau 1.3 : Classification des plantes de moutarde [121].

Embranchement Spermaphytes
Sous-Embranchement Angiospermes
Classe Dicotypétales
Sous-Classe Dialypétales
Ordre Cepparales
Famille Brassicaceae (Cruciféres)
Genre Brassicae
Espéce Sinapis alba./ Bra.ssicae nigra/
Brassicae juncea

1.4.2/  Nomenclature
Francais : moutarde-;
Anglais : musard-;

Arabe : kherdel, ouerdel-;
Italien : mostarda.

1.4.3/ Description botanique

La moutarde est une plante herbacée annuelle de la famille des Brassicacées (Cruciféres).
Elle possede de longues tiges ramifiées mesurant entre 1 et 2 metres et des fleurs jaunes
regroupées. La moutarde pousse facilement dans les climats tempérés et se multiplie

rapidement. Elle résiste toutefois a la sécheresse, a la chaleur et au froid.
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Toutefois, elle préfere les terrains riches en calcaires, humides et les zones ensoleillées.
Certaines variétés sont cultivées comme légumes-feuilles et d’autres pour leurs graines.
Les semis sont plantes en pleine terre entre fin mars et mi-mai et récoltés vers fin juillet ou
en aolt. Lors de la récolte, les gousses sont séchées avant que les graines soient récupérées
et transformeées. Pour éviter un appauvrissement du sol, la culture de la moutarde est

alternée avec celle de céreales.

1.4.4/ Variétés de moutardes

Il existe plus de 40 types de moutarde dont les plus connus sont :
1.4.4.1/La moutarde blanche (Sinapis alba)

Cette espéce est originaire d'Afrique du Nord, d'Europe et d'Asie occidentale (Proche-
Orient). C'est une plante herbacée annuelle de 50 a 80 cm de haut, a tiges assez ramifiées.

La croissance de cette espéece est tres rapide, elle peut arriver a maturité en a peine un mois.

e Les feuilles sont profondément divisées, sauf celles de la partie supérieure des

tiges, a lobes plus ou moins arrondis.

e Les fleurs, a pétales jaunes, parfois blancs, s'‘épanouissent tout I'été, de mai a

septembre en répandant un doux parfum.

e Le fruit est une silique bosselée, hérissée de poils, renfermant 4 a 8 graines. Le bec
est nettement aplati en lame de sabre et est un peu plus long que les valves (a la
différence de Sinapis arvensis au bec plus court). A maturité, les graines font de 1 a

2 mm et sont de couleur blanc-jaunatre, beige.

Figure 1.17: Moutarde blanche (fleurs et feuilles).
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1.4.4.2/La moutarde noire (Brassicae nigra)

La moutarde noire est une plante herbacée annuelle. Elle posséde une tige dressée

d'environ 1 m & rameaux étalés.

e Les feuilles sont toutes pétiolées, les inférieures lyrées (avec un lobe terminal
beaucoup plus grand que les autres), glauques, a marge denticulée ou dentee, les

supérieures lancéolées, entieres ou un peu denté.

e L'inflorescence est une grappe, la fleur est réguliére et hermaphrodite. Le racéme
(grappe) porte des fleurs assez grandes, jaunes, de 10-12 mm, a pédicelle court,

appliqué contre l'axe, odorant.
e Lafloraison s'étale du mois d'avril au mois d’octobre.

e Le fruit est une silique, appliquée contre l'axe, linéaire (1-2,5 cm x 2-3 mm),

sessile, glabre, un peu bosselée, a bec gréle de 4 a 5 fois plus court que les valves.

Figure 1.18: Moutarde noire (fleurs et feuilles).

1.4.4.3/La moutarde brune (Brassicae juncea)

De la famille des Brassicacées, elle résulterait d’une hybridation naturelle entre Moutarde

noire (Brassica nigra) et un Chou (Brassica rapa).

La Moutarde orientale est une plante annuelle de 40 cm de hauteur mais pouvant étre
vigoureuse et dépasser 1,5 m de haut a la floraison. Son port est étalé ou érigé suivant les

variétés. Elle possede des racines tubéreuses, ressemblant a celles du Panais.
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e Les feuilles alternes sont entiéres, ovales et dentées.

e Les inflorescences sont des grappes simples, terminales portant des fleurs jaune
clair, a D’extrémité d’un long pédoncule. Ses graines brunes sphériques sont

contenues dans des siliques de 5-6 cm de long.

Figure 1.19: Moutarde brune (fleurs et feuilles).

1.4.5/ Description des graines de moutarde (blanches, noires et brunes)

1.4.5.1/Graines de moutarde blanche

La moutarde blanche produit de grosses graines jaunes pales, au go(t amer et moins

piquant que celui des graines de la moutarde noire ou brune.

Figure 1.20: Graine de moutarde blanche (Sinapis alba).

1.4.5.2/Graines de moutarde noire

Des graines rondes globuleuses de saveur riche et piquante. Le poids de la graine varie de

I’ordre de 2.6 a 3.1 mg selon les récoltes.
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Figure 1.21: Graines de moutarde noire (Brassicae nigra).
1.4.5.3/Graines de moutarde brune
Les graines de moutarde brune, sont un peu plus petites que les graines de moutarde

blanches, Ces petites graines dont la couleur va du brun rougeatre au violet foncé ont une

saveur plus piquante, légerement poivrée.

Figure 1.22: Graines de moutarde brune (Brassicae juncea).

1.4.6/ Composition chimique de la moutarde

Les graines de moutarde contiennent des protéines, des glucides, des fibres alimentaires et
des matiéres grasses (acide érucique, oléique, linoléique). De plus, ils contiennent des
vitamines (telles que les vitamines B9 (folates), vitamines B2, B6, A, C, E et K) et divers
oligo-éléments (tels que manganese, calcium, magnésium, potassium, soufre, phosphore,

fer et cuivre). Elle s’avere aussi étre une bonne source de selénium [122-123].

Comme toutes les Brassicacées, la moutarde contient un glucosinolate. Lors du broyage
des graines en milieu aqueux (eau, vinaigre, vin), de la rupture des compartiments
cellulaires résulte la sinigrine. L’hydrolyse de la sinigrine par voie enzymatique

(myrosinase) libere de I'isothiocyanate d'allyle ou (allyl sénévol).
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L’isothiocyanate d’allyle (AITC) ou essence de moutarde, est un composé organo-sulfuré
de formule semi-développée CH,CHCH,;NCS. Cette huile incolore, volatile, irritante, a

forte odeur caractéristique, est la responsable du gout piquant et 1’ar6me de la moutarde.

Elle est peu soluble dans I’eau mais elle est tres soluble dans la plupart des solvants

organiques.
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Figure 1.23: La réaction de formation de L’isothiocyanate d’allyle (AITC).

1.4.7/ Propriétés et utilisation de la moutarde
v' Propriétés anticancérigene :

Des recherches, publiées ont confirmé que l'effet antiprolifératif et préventif de la
moutarde sur les cellules tumorales est étroitement lié a ses composants bioactifs tels que
les polyphénols, les flavonoides, les glucosinolate et leurs produits de décomposition, en
particulier les glucosinolate tels que la sinigrine et son produit de dégradation,
I’isothiocyanate allylique, le sulforaphane et I'indole-3-méthanol. Il a été démontré que la
sinigrine inhibe de maniere significative la prolifération des cellules cancéreuses du foie
[124]. De plus, il a été rapporté que I'extrait aqueux de moutarde avait un effet inhibiteur

significatif sur les cellules cancéreuses [125,126].
v’ Les graines de moutarde et la fonction thyroidienne :

Le sélénium se trouve en grande quantité dans la moutarde, il peut améliorer la résistance
des os et renforce également les dents, les cheveux et les ongles. De plus, ce nutriment
essentiel est un puissant antioxydant, qui débarrasse le corps des radicaux libres. Une
cuillére a soupe de moutarde contient 21 % de 1’apport en selénium recommandé par jour.
Le sélénium est également responsable de la stimulation des hormones thyroidiennes
[127].
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v Propriétés antibactériennes :

Les propriétés antibactériennes des graines de moutarde sont déja connues pour guérir les
Iésions causées par la teigne. L’application de graines de moutarde sur une peau propre

contribue a apaiser les symptomes associés a la teigne [128].
1.4.8/ L'huile de Moutarde

L’huile végétale de moutarde présente les mémes caractéristiques organoleptiques que le
célebre condiment. En effet, son odeur est a la fois piquante et propre a la moutarde, avec
une note qui monte au nez. L’huile végétale de moutarde renferme des acides gras et des
composants insaponifiables. Au niveau des acides gras, on remarque une forte teneur en
acides gras mono-insaturés, ce sont les composés responsables des effets chauffants et de

I’odeur piquante de 1’huile.

Cette huile stimule la circulation sanguine. Cet effet, est associé a sa propriété chauffante,
qui permet notamment de résoudre les problémes de ’appareil locomoteur et soigne

diverses maladies rhumatismales [129].
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METHODES




Introduction

Nous décrirons dans cette partie une méthode de préparation simple, rapide et moins
couteuse qui conduit a la formation des nanoparticules d’argent (synthése verte). Notre
choix s’est porté sur 1’utilisation de 1’extrait de graine de moutarde comme agent stabilisant
et réducteur a la fois. L’ensemble de description de matériels, produits, méthodes et
techniques d’analyses utilisés au cours de la synthése et la caractérisation des

nanoparticules sont aussi détaillés dans cette partie.
1.1/ Matériels et méthodes

11.1.1/ Méthodologie

Le protocole de synthése verte des nanoparticules d’argent est illustré sur le schéma

suivant

B

N + B - . ~

UV-Visible

Extrait plante  Nitrate d'argent ~ Biosynthése I’ AgNPs

e
Biomolécules \9 @

Ions d'argent

Nanoparticules d'argent

Figure I11.1: schéma représentatif du protocole de synthése des nanoparticules d’argent

L’organigramme suivant récapitule les étapes de synthése des nanoparticules d’argent a

base de ’extrait de moutarde
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Figure 11.2: Organigramme représentant les étapes de synthese des AgNPs
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I1.1.1.1/Préparation de trois extraits éthanoliques de moutarde

L’objectif de cette manipulation est d’extraire les métabolites secondaires présents dans
des structures vacuolaires par rupture du tissu végétal. Ces métabolites sont extraits a I’aide

du Soxhlet en utilisant 1’éthanol comme solvant.

* Principe de soxhlet

Un extracteur de Soxhlet est une piéce de verrerie utilisée en chimie analytique et en
chimie organique, qui permet de faire l'extraction successive par solvant, des especes

chimiques contenue dans une poudre solide.

Le solvant d’extraction est porté a ébullition. Les vapeurs de solvant traversent le Soxhlet,
sont condensées au niveau de réfrigérant et s’écoulent au travers de 1’échantillon dans la
cartouche. Puis quand le solvant atteint un certain niveau, il amorce le siphon et retourne
dans le ballon. Le solvant peut donc recommencer un nouveau cycle d’évaporation-

condensation (siphonage).

Ce cycle se répétée plusieurs fois, selon la facilité avec laquelle le produit se diffuse dans
le solvant [130].

Les extraits ethanoliques des trois espéces de moutardes, ont été préparés a partir d’une

méthode d’extraction (solide/liquide), en utilisant le Soxhlet.

Une masse de 22.2 grammes de moutarde initialement broyée, est introduite dans une
cartouche en cellulose placée dans le Soxhlet, surmonté d’un réfrigérant, le tout est porté
sur un ballon contenant 120ml de solvant d’extraction (éthanol) et quelques grains de
pierre ponce. La température de chauffage est fixée a 60°C, afin d’éviter la dégradation
des substances organiques thermiquement instables. Le procédé d’extraction est arrété
apres plusieurs cycle de lavage (deux heures a peu pres), c'est-a-dire lorsque la solution de
retour au bécher devient claire. A ce moment-1a on peut confirmer que les graines de

moutarde sont totalement épuisées de leurs substances solubles dans le solvant extracteur.

Le mélange est ensuite filtré en utilisant du papier filtre pour obtenir des solutions
homogenes. L’éthanol est évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif. Ensuite I’extrait obtenu
est conservé sous une température (T=4°C), dans un petit flacon en verre brun jusqu’a son

utilisation.
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Figure 11.3: Les étapes de I’extraction des graines de moutarde.

11.1.1.2/Rendement de ’extraction

Le rendement désigne le rapport de la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du

solvant sur la masse initiale de la plante soumise a 1’extraction. Il est déterminé selon

Owen et Johns (1999) [131] par la formule suivante :

R (%) = (Mextrait / Mgraines) %100

e R :lerendementen % ;
®  Mexirait - la masse de I’extrait sec (apres 1’évaporation du solvant) ;

®  Myraines - la masse de la matiere végétale seche (masse initiale).
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11.1.2/ Dosage des polyphénols totaux

* Principe_

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode adaptée par Marian et al.
2004 [132], en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est en fait un mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040). En
milieu alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteu, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit
partiellement ses hétéros polyacides, en un mélange d’oxydes bleus [133] de tungstene
(W3g023) et de molybdene (MogO,3). La coloration produite, dont I’absorption maximale est
comprise entre 740 et 765 nm, est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents

dans les extraits végétaux [134].

= Mode opératoire

Apres avoir préparé des solutions homogenes de concentration massique (1mg/ml) en
extrait éthanolique, pour les trois espéces de moutarde. Un volume de (20 ul) de chaque
solution est melangé avec 100 ul de réactif de Folin-Ciocalteu et 1.58 ml d’eau distillé
(H20) dans des petits flacons en verre (Figure 11.4). Le mélange obtenu est incube a la
température ambiante pendant 5 minutes. Aprés I’addition de300ul d’une solution de
carbonate de sodium (Na,COs3) de concentration (200 mg/ml), les mélanges sont incubés
une autre fois pendant deux heures a 1’obscurité sous une température ambiante.
L’absorbance de la couleur bleue résultante a été mesurée au Amax = 765 nm par un

spectrophotometre UV-visible.

Figure 11.4: Les extraits aprés deux heures d’incubation.
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Droite d’étalonnage de ’acide gallique
L’acide gallique a été utilisé comme standard de référence pour 1’établissement de la
courbe d’étalonnage, afin de quantifier les teneurs en polyphénols totaux exprimées en mg
d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).
La courbe d’étalonnage a été réalisée sous les mémes conditions opératoires citées

auparavant, en utilisant I’acide gallique a différentes concentration (50-500 mg/l).

Les absorbances correspondantes aux solutions d’acide gallique a différentes

concentrations sont enregistrées dans le tableau suivant :

Tableau I1.1: Absorbances de la gamme de concentration de 1’acide gallique.

Concentration (mg/l) Absorbance
50 0.107
100 0.146
150 0.178
250 0.266
350 0.358
500 0.476

11.1.3/ Activités biologiques
11.1.3.1/L’étude de P’activité antioxydante des extraits éthanoliques de moutarde
11.1.3.1.1/ Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle) est un radical libre stable de couleur violacée
qui absorbe a 517 nm. En présence de composés anti radicalaires, le DPPH est réduit et
change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées servent a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti radicalaire
de D’échantillon [135]. Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des

antioxydants a piéger le DPPH.

* Principe
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L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation

[136]. De nombreuses méthodes sont utilisées actuellement pour évaluer cette activité.

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut I’un des premiers radicaux libres
utilisés pour étudier la relation structure—activité antioxydante des composés phénoliques
[137]. 1l possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. La réduction de ce
radical s’accompagne par son passage de la couleur violette caractéristique de la solution

de DPPH a la couleur jaune mesurable par spectrophotométrie a 514-518 nm.
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Figure 11.5: Structure de DPPH avant et apres la réaction avec un antioxydant

= Préparation de la solution éthanolique de DPPH

La méthode utilisée a été décrite par Molyneux (2003) [138]. La solution de DPPH a été
préparée par la solubilisation de 3.6 mg de poudre de DPPH dans 100 ml d’éthanol. La
solution obtenue a été conservée a 1’obscurité pour éviter sa réduction. La lecture de

I’absorbance a été faite au bout de 30 minutes avec un spectrophotometre a 517 nm.
* Préparation de la gamme étalon d’acide ascorbique

Une solution mére d’acide ascorbique de concentration massique égale a 0.4mg/ml, a été
préparée par la dissolution de 4 mg d’acide ascorbique dans 10 ml d’éthanol. Des solutions

filles de concentration différentes ont été préparées a partir de la solution mere.

= Evaluation de ’activité antioxydante de I’acide ascorbique (standard de

référence)

Pour évaluer D’activité antioxydante de I’acide ascorbique, nous avons préparé des

solutions tests :
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Dans des tubes a essai, on mélange 1.6 ml de la solution de DPPH avec 0.4 ml de I’acide
ascorbique a différente concentration. Les mélanges sont incubés dans 1’obscurité sous une
température ambiante pendant 30 minutes. La lecture de 1’absorbance de chaque solution
test, a été réalisée au spectrophotométre UV-visible a une longueur d’onde de 517 nm
contre un blanc constitué du réactif DPPH seul. Ce test est répété trois fois.

Les résultats obtenus sont classés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 11.2: Evaluation de I’activité antioxydante de I’acide ascorbique (standard de
référence).

[Stittes]
mg/ml

0.003 | 0.006 | 0.01 | 0.02 | 0.04 | 0.05 | 0.08 | 0.1 02 025 0.3

Abs | 0.611 | 0.549 | 0.547 | 0.546 | 0.403 | 0.280 | 0.055 | 0.051 | 0.048 | 0.04 | 0.04

» Evaluation de I’activité antioxydante des extraits éthanoliques des trois
espéces de moutarde
L’activité antioxydante des extraits éthanoliques des trois espéces de moutard, a été
déterminée selon le protocole expérimental cité dans le paragraphe précédent (acide

ascorbique).

Dans trois tubes a essais, un volume de 0.4 ml de chaque extrait éthanolique (de
concentration massique bien déterminée), est mélangé avec 1.6 ml de la solution de DPPH
fraichement préparée. Les tubes ont été agités par vortex et maintenus a 1’obscurité pendant
30 minutes. Un blanc contenant le DPPH sans I’ajout de 1’extrait est également préparé.

L’absorbance de chaque mélange est lue a la méme longueur d’onde (517 nm).

L’évaluation de I’activité antioxydante est basée sur la détermination du taux d’inhibition

(1%) du radical (DPPH).

Le pourcentage d’inhibition ou de piégeage du radical (DPPH) est calculé selon 1’équation

suivante :
1% = [(A0 — Al) / AO] x 100
A0 : Absorbance du blanc (solution du DPPH sans extrait).

Al : Absorbance en présence de 1’extrait.
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La courbe représentant la variation du pourcentage d’inhibition, en fonction de la
concentration de 1’espéce réducteur (acide ascorbique ou extrait de moutard), permet la
détermination de la valeur 1Csy (concentration permettant 1’inhibition de 50% du radical
libre (DPPH))).

11.1.4/ Préparation de I’extrait aqueux de moutarde brune

A travers les résultats obtenus dans le dosage des polyphénols totaux des trois variétés de
moutarde (blanche, noire et brune), nous avons trouvé que I’extrait de moutarde brune est

riche en polyphénols par rapport aux autres extraits.
Ce resultat nous a amené a garder I’extrait de moutarde brune pour la suite de travail.
* Principe

Un montage de chauffage a reflux est employé pour chauffer un milieu réactionnel afin
d’accélérer la transformation chimique qui s’y déroule, ce qui entraine une réduction de la
durée de synthese. Le chauffage permet également d’accroitre la solubilité des réactifs dans
le solvant. Cette technique expérimentale permet d’assurer le bon déroulement de la

synthése chimique sans perte de réactifs ni de produits.
* Mode opératoire

L’extrait aqueux de la moutarde brune a été prépare, par la mise en contact de 20 g de
moutarde brune avec 200 ml d'eau distillé dans un ballon bicol de 250 ml surmonté d’un

réfrigérant. Le mélange est chauffé a 50 °C a I’aide d’un chauffe-ballon pendant 2 heures.

Le mélange est par la suite filtré a I'aide du papier filtre. La solution obtenue est séchée

dans une étuve a 40 °C pour obtenir un extrait sec.
11.1.5/ Synthése verte des nanoparticules d’argent
I1.1.5.1/La synthése verte des nanoparticules d’argent a I’aide de I’extrait éthanolique

Dans un premier temps, notre étude était focalisée sur 1’élaboration des nanoparticules
9

d’argent a base de I’extrait éthanolique de moutarde brune.

Pour ce faire, une solution alcoolique de nitrate d’argent (0.17mg/ml) et d’autre d’extrait
éthanolique (1mg/ml), ont été préparées.
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% Préparation de I’extrait éthanolique
Dissoudre 5 mg de I’extrait éthanolique dans Sml de 1’éthanol.
¢+ Préparation de solution AgNO3 éthanolique

Dissoudre 17 mg d’AgNO3 dans 100 ml de I’¢thanol, agiter le mélange bien et couvrir la

solution avec un papier d’aluminium.

11.1.5.1.1/ Préparation des AgNPs par différents rapport d’extrait éthanolique et
d’AgNO;

Dans 9 tubes a essai, on fait varier le pourcentage massique [m (extrait)/m(AgNO3)]. Un
certain volume d’extrait de moutarde brune est ajouté a 8 ml de la solution d’AgNO3, puis
le volume final du mélange est ajusté a 10 ml, en ajoutant de 1’éthanol, comme il est

indiqué dans le tableau suivant

Tableau 11.3: préparation de AgNPs dans un milieu alcoolique (éthanol) : variation du
pourcentage massique [m (extrait)/m(AgNO3)]

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 2 5 7 10 20 50 80 | 100

0,014 | 0,028 | 0,07 | 0,098 | 0,14 | 0,280 | 0,700 | 1,12 | 1,4

199 | 198 | 193 | 19 | 187 | 1,72 13 | 088 | 0,6

11.1.5.2/La synthese verte des nanoparticules d’argent a base de I’extrait aqueux

11.1.5.2.1/ Préparation des AgNPs par différents rapports d’extrait aqueux et
d’AgNOs3

Des mélanges (extrait aqueux + AgNO3) de compositions différentes ont été préparés, en
variant le volume de I’extrait aqueux de moutarde brune et le volume de la solution

aqueuse d’AgNO; (10 M). Le volume final du mélange est fixé a 10 ml.
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La composition de chaque tube est présentée dans tableau I1.4. La manipulation se déroule

a température ambiante.

Tableau 11.4: synthése des nanoparticules d’argent a base d’extrait aqueux de moutarde
brune (effet de la concentration d’extrait)

Tubes 1123 (4 |5|6/|7]8]9 10
Volumes d’extrait (ml) 11234 ,5|6/|7]8]|9|(blanc)
Volume d’AgNO; (ml) 9 /8| 7|6 |54 3|21 10

Ensuite, on a suivi le changement de couleur des échantillons et la formation des AgNPs

par I’appareil UV-visible.

Figure 11.6: Synthése des nanoparticules d’argent a base d’extrait aqueux de moutarde
brune (effet de la concentration d’extrait)

11.1.5.3/ Les paramétres influencant la formation des nanoparticules d’argent
1- Etude cinétique :

L’étude cinétique consiste a la détermination du temps suffisant pour le changement de la
couleur du mélange (AgNO; + extrait de moutarde), indiquant la formation des
nanoparticules d’argent. Pour cela, on mélange dans un tube a essai un volume de 4 ml de
Iextrait aqueux et 6 ml d’une solution d’AgNO; (102M). Le changement de couleur est

suivi dans des intervalles de temps réguliers.
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2- Effet du pH

Dans des tubes a essais, on introduit 6 ml de la solution aqueuse d’AgNO3 de concentration
102 M avec 4 ml de Pextrait aqueux de moutarde brune, puis on ajuste le pH par 1’ajout
d’une solution d’acide chlorhydrique (HCI) ou d’une solution aqueuse d’hydroxyde de
sodium (NaOH). Des quantités précises de HCI ou NaOH ont été ajoutées, de telle sorte

que la concentration d’AgNO3 reste égale dans tous les tubes.
3-Effet de la température

La température de réaction peut jouer un réle crucial dans la synthese des nanoparticules
d’argent. Afin d’examiner ’effet de ce paramétre, deux (2) tubes a essais, contenant 6 ml

de la solution d’AgNOs et 4 ml de I’extrait aqueux, ont été placés a 25 et 60°C.
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RESULTATSET
DISCUSSION




Introduction :

Les nanoparticules métalliques sont généralement synthétisées par des techniques diverses,
principalement basées sur la réduction des ions métalliques dans le milieu aqueux ou
organique [139]. Le but de notre travail consiste a préparer des NPs Ag par une voie de
chimie verte, il s’agit d’une méthode simple, peu couteuse et plus respectueuse de

I’environnement par rapport aux autres méthodes de synthése standard.
I11.1/ L’extraction des graines de moutarde

L’extraction solide-liquide par soxhlet, est parmi les méthodes les plus utilisées pour la
récupération de molécules bioactives a partir de sources végétales. En raison de la variété
des composeés bioactifs dans les espéces vegetales ainsi que leurs solubilités différentes, Le
choix du solvant pour procéder a une extraction (solide-liquide), est basée principalement
sur sa capacité de solubiliser les composés ciblés pour étre isolés [140]. Le solvant utilisé
dans cette étude Est 1’éthanol, ce solvant offre de nombreux avantages par rapport aux
autres solvants organiques. En effet, sa capacité particuliere de la pénétration dans les
membranes cellulaires, lui confere un fort pouvoir d’extraction des métabolites secondaires
tels (les glycosides, polyacétylénes, stérols, polyphénols, flavonols, tanins, alcaloides et
terpénoides) [141]. L'éthanol est également un solvant volatil qui s’évapore facilement
dans les conditions normales de (T et P). Cette propriété lui permet d’étre un solvant de

choix en termes de gain de temps et d’énergie et en termes d’écologie [142].

La figure (III.1) représente I’extraction des graines de moutarde par soxhlet

Figure I11.1: I’extraction de moutarde par soxhlet
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L’observation continue sur le montage d’extraction, nous permet de mettre en relief

I’importance des nombres de cycles de lavage sur la quantité finale de I’extrait alcoolique

v" Rendement de I’extraction :

Apres I’extraction, filtration et séchage, les trois extraits de moutarde (blanche, noire et

brune), ont été conservés dans des flacons sombres sous une température T=4°C.

Les rendements d’extraction des trois variétés de moutarde sont répertoriés dans le tableau

suivant :
Tableau I11.1: Rendements d’extraction des trois variétés de moutarde
Les extraits Extrait M, Brune | Extrait M, Blanche | Extrait M, Noire
Rendement % 2.84 1.67 5.63

Les résultats présentés dans le tableau III.1, montrent qu’un meilleur rendement
d’extraction est trouvé pour la moutarde noire (5.63%), suivi de moutarde brune (2.84%),
alors qu’un rendement faible est observé pour la troisiéme variété de moutarde (1.67%
moutarde blanche). Ces résultats peuvent nous renseigner sur la grande variabilité de

la composition chimique de ces trois variétés de moutarde.
111.2/ Teneurs en phénols totaux

La détermination des teneurs en phénols totaux dans les trois extraits de moutarde (brune,
blanche et noire) a été faite en utilisant séparément la méthode colorimétrique (Folin-
Ciocalteu). En se basant sur la valeur d’absorbance de la solution de I’extrait, ayant réagi
avec le réactif de Folin-Ciocalteu et comparée avec celle trouvée par la solution étalon, les
valeurs trouvées sont exprimées en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait sec
(mgEAG/g d’extrait). Les résultats de 1’analyse colorimétrique des composés phénoliques

totaux sont représentés sur les Figures 111.2 et I11.3.

Les concentrations des polyphénols totaux sont calculées a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (y = 0.0008x + 0,061).
Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les quantités de polyphénols totaux

contenus dans les échantillons de moutarde (fractions éthanoliques).
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y = 0,0008x+ 0,0611
R2 = 0,9987

300
C (mg/l)

Figure 111.2: Courbe d’étalonnage de ’acide gallique pour le dosage des polyphénols
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Figure 111.3: Concentrations en polyphénols totaux de I’extrait éthanolique des trois
variétés de moutarde (brune,jaune et noire).

Nous constatons que les graines de moutarde brune sont tres riches en polyphénols avec

une teneur de 1’ordre de (47.35 mg EAG /g E), comparée a celle de I’extrait de moutarde
noire (14.23mg EAG/g E) et moutarde blanche (10.80mg EAG/g E).

La teneur en polyphénol varie d’une plante a 1’autre, cela peut étre attribué a plusieurs

facteurs :

v' Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol,

agressions et maladies, etc. ;

v Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la
plante [143] ;

v' La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également

influencer I’estimation de la teneur des phénols totaux [144].
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111.3/ Caractérisation de I’extrait éthanolique de moutarde brune :

Afin de montrer la présence des groupements hydroxylés et confirmer les résultats obtenus
dans le dosage des polyphénols totaux de I’extrait éthanolique de moutarde brune. Nous

avons utilisé deux méthodes de caractérisation :

e Caractérisation par spectroscopie infrarouge

e Caractérisation par Spectrophotométre UV-visible
111.3.1/Caractérisation par spectroscopie infrarouge

Le spectre infrarouge de 1’extrait éthanolique de moutarde brune montre une bande large
qui s’étale sur un intervalle [3000-3500 cm™], indiquant la présence de groupement
hydroxyle (OH), ce qui explique que I’extrait éthanolique de graine de moutarde brune est

trés riche en composés chimiques tels : phénols, acides carboxylique, alcool, esters...etc.

Ce résultat semble avoir une forte concordance avec celui trouvé dans le dosage de

polyphénols totaux.

Figure 111.4: Spectre IR de I’extrait éthanolique de moutarde brune

Le spectre FTIR de I’extrait éthanolique de moutarde brune révéle aussi plusieurs pics :

e Le pic & 3300 cm™ représente la vibration d'élongation O — H dans les alcools, les

flavonoides et les composés phénoliques.
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e Les pics & 2900 cm™ et 2800 cm™ sont probablement attribuables & la vibration

d'é¢longation N — H de 1'amide secondaire des protéines.

e Les pics d'absorption situés a 1700 cm™, 1600 cm™, correspondent aux vibrations

de liaison amide primaire.

e Les pics & 1300 cm™affectés a de fortes vibrations d'¢longation attribuée aux C-H

du cycle aromatique.

e Les petits pics situés autour de 1100 cm™corresponent & une vibration d’¢élongation
de la liaison C-O de polyols tels que les flavonoides, triploides et polysaccharides

et qui démontrent la présence de composés phénoliques dans l'extrait.
111.3.2/Caractérisation par Spectrophotometre UV-visible

La figure 111.5 montre le spectre UV-Visible de I’extrait éthanolique de moutarde brune. Le
seul large pic centré & 340 nm correspond aux biomolécules présentes dans 1’extrait de

moutarde.

340 nm

0.e00 —

0,400 —
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Figure 111.5: Spectre UV-Visible de I’extrait éthanolique de moutarde brune

I11.4/ Activité antioxydante

111.4.1/Test avec le radical DPPH

Plusieurs méthodes ont été développées pour évaluer l'activité antioxydante des especes

végetales.
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Dans cette étude, 1’activité antioxydante de I’extrait éthanolique de moutarde brune a été
évaluée par la méthode de piégeage du radical libre de DPPH. Les résultats sont
géneralement exprimés en comparaison du pouvoir inhibiteur d’un antioxydant standard

(I’acide ascorbique).

Test DPPH
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80 /.
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Inhibition (%)

40 —— (%)
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o T T T
o] 0,1 0,2 0,3 0,4
concentration d'acide ascorbique (mg/ml)

Figure 111.6: Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de 1’acide
ascorbique

Le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la
concentration de 1’acide ascorbique. Pour une concentration de 0.3 mg/ml, 1’acide
ascorbique a révélé un pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH égale a 96%. Alors

qu’une concentration en acide ascorbique (ICso = 0.029mg/ml) était suffisante pour réduire
de 50% de DPPH.

100
80 y = 891,82x + 23,473
R2=/0,9981
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40 /
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Figure 111.7: Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique

Pour mieux comprendre le pouvoir antioxydant des extraits éthanoliques de moutarde,
nous avons déterminé dans un premier temps la concentration (ICso) de moutarde brune, et

on la comparée avec celle trouvée par le standard de référence (Acide ascorbique).
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L’extrait alcoolique de moutarde brune, montre une concentration (1C5,=0.5mg/ml), cette
concentration est nécessaire pour réduire 50% de DPPH. Elle est supérieure aux dix-sept

fois que celle trouvee par le standard de référence (1C5,=0.029 mg/ml).

Dans un second temps, une étude comparative entre les trois variétés de moutarde, a été
réalisée, en fixant la concentration de chaque extrait (C = 0.5mg/ml), et en déduisant le

pourcentage d’inhibition de DPPH.

L’histogramme ci-dessous représente une comparaison entre les pourcentages d’inhibition

de nos extraits.
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Figure 111.8: Pourcentage d’inhibition de DPPH par les trois variétés de moutarde ayant la
méme concentration (C=0.5mg/ml).

D’aprés les données de la figure II1.8 on remarque que les trois extraits de moutarde
possédent une capacité de neutralisation de DPPH inférieur a celui du standard (acide

ascorbique).

Un pourcentage d’inhibition de DPPH de I’ordre de 50%, 42% et 33% a été obtenu

respectivement pour les extraits éthanoliques (brune, blanche et noire).

L’extrait de moutarde brune montre une activité antioxydante plus élevée a celle de deux

autres extraits

L’activité antioxydante de I’extrait de moutarde brune, pourrait s’expliquer par sa richesse
en composés phénoliques. En effet, ces composés possedent un pouvoir antioxydant
prononceé [145]. Kang et al. Ont suggeré que les molécules polaires présentes dans les
extraits végétaux contribuent a I’augmentation de I’activité antioxydante [146]. La forte
activité antioxydante de 1’extrait de moutarde brune, nous a guidé de garder cette variété

pour la suite de notre travail.
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111.5/ Synthese verte

I11.5.1/La synthése des nanoparticules d’argent a base de I’extrait éthanolique

Au début, le mélange de nitrate d’argent et I’extrait éthanolique de moutarde brune, était
transparent. Le changement de couleur progressif de la solution (de I’incolore au jaune
claire) en fonction de 1’avancement de la réaction, indique une formation lente des
nanoparticules d’argent. En effet, le changement de couleur de la solution est observé apres
28 heures. Ceci est probablement di a un effet d’amortissement de I’étape de croissance
des nanoparticules d’argent (une faible agrégation de particules d’argent) dans la solution.
En effet, les molécules de solvant (éthanol), s’accumulent a la surface des nanoparticules
d’argent par des interactions électrostatiques (force de Van der Waals), empéchant leur

coalescence.

L’ajout de potasse (KOH), conduit a une amélioration de la cinétique de la formation des
nanoparticules d’argent. En effet, le changement de la couleur se fait trés rapidement quand
le milieu réactionnel est basique (les nanoparticules coalescentes et forment de 1’argent

massif).

Il est a signaler que la réaction de formation De AgNPs, s’est déroulée au sein d’un tube a

essais sans aucune agitation.

Figure 111.9: Synthése d’ AgNPs par I’extrait éthanolique
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111.5.2/La synthése des nanoparticules d’argent a base de I’extrait aqueux

Dans cette partie de notre ¢étude, nous avons utilisé I’extrait aqueux de moutarde brune

pour synthétiser les nanoparticules d’argent.
¢ Caractérisation d’AgNPs par Spectrophotométre UV-visible

La formation des nanoparticules d'argent peut étre contr6lée qualitativement par une
observation visuelle (changement de couleur) ou quantitativement par une analyse

spectrale en utilisant un spectrophotometre UV-visible.

La figure 111.10 montre le spectre d'absorption UV-Visible de nanoparticules d'argent. La
bande caractérisant de la formation d’ AgNPs est généralement observée dans la plage qui
s’¢étale entre 390nm et 450nm [147,148]. On signale a ce stade que la largeur et la symétrie
de la bande d’absorption, donne des informations quant a la taille et la distribution de
tailles d’AgNPs formées. En effet, une large distribution de tailles des nanoparticules,

induit un élargissement de la bande d’absorbance [149].

La bande d’adsorption (figure I11.10), présente un maximum au alentour de 420nm,

indiquant la synthése de AgNPs d’une forme sphérique [150].

1000

Abs.
[
T

Ahg .

QAW

oo 1 1 1 1
el 250,00 300,00 5000 40000 43000
)

200,00 0,00 40000 000 00,00

Extrait aqueux AgNPs

Figure 111.10: Spectre dabsorption UV-Visible de I’extrait aqueux et d’ AgNPs.
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[11.5.2.1/Mécanisme de formation des nanoparticules d’argent

Le mécanisme de formation des nanoparticules est rapporté dans la littérature [151]. En
tenant compte du fait que l’extrait de graine de moutarde brune est trés riche en
polyphénols. La présence des ions Ag+ provoque 1’oxydation des groupements hydroxyles
pour former un complexe d’argent intermédiaire puis une quinone et des ions Ag+, ces

derniers sont réduits en Ag métallique en présence des électrons libres.
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Figure 111.11: Mécanisme de la réaction des d’Ag NPs.

COOR

,/l-?-\

U\\ ‘,-;;-J\,‘o' - T ———
A OH 3.8 (¢ ~-COOR
| N\ /

“—()VH()I o 3"
a5 =BT  HO
il ol ¥

ROOC- 4 \%_s‘&)f‘g -6 \""{:’/L\”
COOR

Figure 111.12: Mécanisme de stabilisation d’Ag

I11.6/ Paramétres influen¢ant la formation des nanoparticules d’argent

% Effet du rapport d’extrait de plante et de la solution de nitrate d'argent

Aprés avoir préparé des mélanges (AgNO;z; + extrait aqueux de moutarde brune), de
compositions différentes. La formation des AgNPs dans chaque tube a été contrdlée par le

changement de couleur du mélange (figure 111.13).
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Figure 111.13: Evolution de changement de couleur en fonction de la concentration de
I’extrait aqueux de moutarde brune (A : a t=0), (B : aprés 4h)

Il est remarqué, sur la figure 111.13, que la formation des AgNPs est initiée dans le tube 4
contenant un mélange (6ml extrait aqueux/ 4ml AgNOs). En effet, aprés quatre heures (4h)
un changement de couleur est observé dans ce tube. Il est a noter que la faible
concentration de I’extrait aqueux dans les tubes (1, 2, 3, 4 et 5), ne permet de réduire touts

les ions Ag* présentent dans les mélanges.

< Effet de temps

La formation des nanoparticules d’argent et leur croissance sont gouvernées par le temps
qui joue un rdle primordial dans cette syntheése. Pour examiner 1’effet de ce paramétre,

nous avons choisi le tube 4 (6ml extrait aqueux/ 4ml AgNO3) pour réaliser cette étude.

Tableau I11.2: Le changement de la couleur en fonction de temps.

Les tubes
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Il apparait, d’apres les résultats présentés dans le tableau 111.2, que le temps de la réaction
joue un réle important dans la formation des AgNPs. Plus le temps de séjours des réactifs
(Ag" et I’agent réducteur) est élevé, plus la nucléation et la croissance des nanoparticules

étant assurées.

< Effet du pH

A travers les résultats représentés dans le tableau I11.3, on remarque que le changement de

la couleur dans le milieu basique, est observé aprés 3 minutes.

Tableau 111.3: Effet de pH sur la formation des AgNPs

pH Le changement Les tubes

5 Aucun changement

11 Marron foncé

De plus, il a éte observé qu'a pH acide (pH=5), la formation de nanoparticules est n’était
pas importante. A pH élevé (pH=11), la biodisponibilité des groupes fonctionnels dans
I'extrait de graines de moutarde favorise la synthése des nanoparticules. En effet, en milieu
basique, les molécules de polyphénols (bioréducteurs) sont déprotonées et donnent
naissance aux ions phénolates ayant un pouvoir réducteur plus important que leur

homologue phénol.
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Figure 111.14: Déprotonation des polyphénols
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< Effet de température

La température est un autre facteur important qui affecte la synthése de nanoparticules de
maniére significative. Quand la température augmente, la réduction du sel dargent est
améliorée, comme indiqué par le changement rapide de la couleur de la solution (le temps
de réaction décroit lorsque la température augmente). En effet, I’augmentation de la
température, Entraine une augmentation de I'énergie cinétiqgue des molécules et par
consequent, la collision entre les molécules augmente, facilitant Le processus de la

nucléation et la croissance des nanoparticules.

Tableau I11.4: Effet de la température sur la formation des AgNPs

1 60 30 min

2 ambiante 2 heures
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Conclusion

Ces derniéres années la communauté scientifique s’intéresse de plus en plus a 1’étude des
stratégies de synthese des nanoparticules métalliques et particulierement les nanoparticules

d’argent, en raison de leurs propriétés chimiques, physiques et biologiques exceptionnelles.

L’objectif de ce travail était de synthétiser des nanoparticules d’argent par une procédure

simple, reproductible, économique et respectueuse du I’environnement (Eco-Friendly).

La synthése des nanoparticules nécessite 1’utilisation de trois réactifs : un sel précurseur
(AgNO3), un agent réducteur et un agent stabilisant. A cet effet, notre choix s’est porté sur
I’utilisation de I’extrait de graine de moutarde comme agent réducteur et stabilisant a la

fois.

Une étude préliminaire sur la synthése d’AgNPs a été effectuée, en utilisant trois variétés
de moutarde (Brune, Blanche et Noir). La détermination de la teneur en phénols totaux,
nous a permis de choisir la variété la plus riche en polyphénol (moutarde brune : 47.35 mg

GAE/g E) pour la suite de notre travail.

La préparation des nanoparticules d’argent qui s’est effectuée dans un solvant organique
(éthanol), ne permettait pas leur croissance, du fait que les molécules de solvant
s’accumulent a la surface des nanoparticules d’argent par des interactions électrostatiques

(force de Van der Waals), empéchant leur coalescence.

Notre travail par la suite est orienté vers 1’utilisation de 1’extrait aqueux de la méme

variété de moutarde, pour la synthése d’ AgNPs.

L’étude des paramétres influengant la formation des nanoparticules nous a permis de

conclure que :

¢ La concentration de I’extrait joue un role important dans la vitesse de formation des

AgNPs. En effet plus la concentration en extrait augmente et plus leur formation est

rapide.

®,

% Plus le temps de séjours des réactifs (Ag+ et I’agent réducteur) est éleve, plus la

nucléation et la croissance des nanoparticules étant assurées.
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Il semblerait que la cinétique de synthése des AgNPs est gouvernée par le pH du
milieu réactionnel. En effet, la formation de nanoparticules est lente en milieu
acide, I’ajustement du pH a 11 a augmente la vitesse de leur formation. Cela est d
a la naissance des ions phénolates qui sont plus réactifs que leurs homologues
phénols.

La température est un autre facteur important qui affecte la synthése de
nanoparticules de maniére significative. Quand la température augmente, la vitesse

de la réduction du sel métallique aussi.

Au terme de ce mémoire, le but que nous nous sommes fixés, a savoir la synthése des

nanoparticules d’argent, est atteinte.

Et comme perspectives nous proposons ce qui suit :

v

Il sera alors intéressant d’extraire les trois variétés de moutarde (blanche, noire et
brune), a partir les résultats obtenus dans le dosage de polyphénols nous avons

choisi I’espéce riche en polyphénols entre les trois ;

Etudier I’activité antioxydante des trois espéces de moutarde pour confirmer cette

conclusion ;

La formation des nanoparticules d’argent a base d’extrait éthanolique et d’extrait

aqueux ;
Evaluer les parametres cinétiques de formation des nanoparticules ;

Caractériser les nanoparticules formées.
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