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Résumé

L’argent ; le métal noble en plus de ses propriétés physico-chimiques et optique ; il est connu avant
tout par ses propriétés bactéricides ce qui mene les chercheurs a son exploitation dans diverses
applications biomédicales. Les algues marines sont aussi une source riche en molécules
thérapeutiques, de métabolites secondaires et de métabolites biologiquement actifs tels que les
“polyphénols “. L objectif de ce travail est la réalisation d’une synthése de nanoparticules d’argent
en suivant deux méthodes une chimique basée sur la réduction par le citrate de sodium et une
biologique (dites verte) en utilisant des extraits hydrosoluble et hydro-éthanolique d’algue brune.
L’étape qui s’avére crucial dans la réalisation de notre travail ¢’est bien la caractérisation qui
commence déja par le changement de couleur révélant la formation des nanoparticules d’argent.
Cette révélation est ensuite confirmée par spectroscopie UV-Visible avec des absorbances de 420
nm, 390nm et 425nm. La forme sphérique a €té visualisée par le MEB. La distribution de leurs tailles
obtenue par DLS montre une distribution différente selon le type de nanoparticules d’argent avec la
meilleure distribution celle de I’extrait hydro-éthanolique qui était de 174,5 nm. Quant aux
groupements fonctionnels leurs identification a été faite par spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier (FTIR) qui montre des piques similaires avec apparition ou disparition de deux bandes
chez les deux synthéses faite par les extraits d’algue par rapport a celle de citrate qui montre
uniquement trois bandes dans deux compléetement différents a celles des extraits algales une chose
a prendre en considération en cas d’applications biomédicales. Le Potentiel Zeta nous a montré la
différence de charge globale par rapport au type de nanoparticules d’argent dont la meilleure était
de -38,5 mV celle de I’extrait hydrosoluble algale. Les nanoparticules d’argent synthétisées ont
montré une activité inhibitrice vis-a-vis de toutes les bactéries pathogenes humaines testées
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa et Enterobacter cloacae) dont
les meilleurs résultats obtenus en particulier 1’échantillon des nanoparticules d’argent hydrosolubles
vis-a-vis aux Staphylococcus aureus et Pseudomonas aureginosa par rapport aux nanoparticules
d’argent hydroéthanoliques et citrate de sodium. Ce travail nous a démontré que I’algue brune utilisée
contient des composés biologiquement actifs, ce qui nous a aidé a obtenir ces bio Nanoparticules

présentant une forte activité antibactérienne.

Mots clés : Nanoparticules d’argent, synthése verte, Bio nanoparticules, Activité antibactérienne,

Algue brune.
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Abstract

Silver; the noble metal in addition to its physico-chemical and optical properties; it is known above
all for its bactericidal properties which leads researchers to exploit it in various biomedical
applications. Marine algae are also a rich source of therapeutic molecules, secondary metabolites and
biologically active metabolites such as "polyphenols”. The objective of this work is the synthesis of
silver nanoparticles following two methods: a chemical one based on reduction by sodium citrate
and a biological one using water-soluble and hydro-ethanol extracts of brown seaweed. The step that
is crucial in the realization of our work is the characterization which already starts with the change
of color revealing the formation of silver nanoparticles. This revelation is then confirmed by UV-
Visible spectroscopy with absorbances of 420 nm, 390nm and 425nm. The spherical shape was
visualised by SEM. The distribution of their sizes obtained by DLS shows a different distribution
according to the type of silver nanoparticles with the best distribution being that of the hydro-
ethanolic extract which was 174.5 nm. As for the functional groups, their identification was done by
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) which shows similar peaks with the appearance or
disappearance of two bands in the two syntheses made by the algal extracts compared to that of
citrate which shows only three bands in two completely different from those of the algal extracts,
something to be taken into consideration in case of biomedical applications. The Zeta Potential
showed us the difference in overall charge with respect to the type of silver nanoparticles, the best of
which was -38.5 mV that of the hydrosoluble algal extract. The synthesized silver nanoparticles
showed inhibitory activity against all tested human pathogenic bacteria (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa and Enterobacter cloacae) with the best results obtained
in particular the sample of hydrosoluble silver nanoparticles against Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aureginosa compared to hydroethanolic and citrate silver nanoparticles This work
showed us that the brown seaweed used contains biologically active compounds, which helped us to

obtain these bio nanoparticles with strong antibacterial activity.

Keywords: Silver nanoparticles, Green synthesis, Bio nanoparticles, Antibacterial activity, Brown

seaweed.
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Introduction générale

« Il'y a plein de place en bas de 1’échelle... lorsque nous aurons quelques controles
sur I’arrangement des atomes a une petite échelle, nous découvrirons que la matiére possede
des propriétés énormément plus étendues et qu’avec, nous pourrons réaliser beaucoup plus

de choses » par (Feynman, 1960).

L’avénement des nanotechnologies, aujourd’hui, a montré que la manipulation de la
matiére a I'échelle atomique « Nanoparticules » fait partie du quotidien, elles ont fourni des
contributions remarquables au domaine de la médecine clinique ainsi que dans d’autres
domaines comme ; I’industrie, ’agroalimentaire, cosmétique etc (Vance et al., 2015) ; Cet
intérét n’a illustré que 1’énorme défi lancé en 1960 par le prix Nobel de physique par Richard

Feynman.

Et ces nanoparticules n’ont atteint le statut des efforts des recherches scientifiques
qu’au début du 21¢me siecle, alors que les scientifiques exploitent les proprietés uniques des
assemblages atomiques et moléculaires construits a I'échelle du nanometre (Wennersten et
al., 2008).

Leur synthese est produite par diverses méthodes, les plus courantes étant les
méthodes chimiques et physiques, alors que la synthése de nanoparticules métalliques est
convoitée au cours des trois dernieres décennies, mais la recherche sur la biosynthese des
nanoparticules a base d'extraits de plantes (Haggag & Mahmoud,2018) et d’extraits
d’algues marines n'a proliféré qu'au cours de la derniére décennie (Govindaraju et al.,

2008).

Les nanoparticules d’argent représentent aujourd’hui un outil parfaitement adapté
non seulement par leur synthese aisée, biologique et économique mais aussi par leurs
grandes capacités de fonctionnalisation de surface qui offrent aux chercheurs la capacité de
les concevoir, de manipuler leurs propriétés physiques, chimiques et biologiques pour des
applications médicales (Kannan et al., 2013). Avec l'abus d'antibiotiques, la résistance
bactérienne est devenue un probleme mondial, surtout depuis les années 1980, et l'argent a
recommencé a attirer l'attention avec le développement de la nanotechnologie au début de
ce siecle (Alexander JW, 2010).

Afin d’y remédier, des efforts ont été fournis pour améliorer les méthodes de synthese

des nanoparticules d’argent qui sont souvent coliteuses et compliquées a mettre en place et

p.1
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surtout nuisibles a I’environnement et d’en développer d’autres, notamment celles qu’on
qualifie de vertes appelées biosyntheses et de réaliser une évaluation de leurs activités
biologiques pour les utiliser a des fins thérapeutiques. Ce travail se divisera en quatre
parties dont on trouve ;
e Une premiére partie qui portera essentiellement sur I’extraction hydro éthanolique
et hydrosoluble des constituants d’une algue brune.
e Une deuxiéme partie qui est consacrée a la biosynthése des nanoparticules d’argent
a partir d’extrait hydrosoluble et hydro éthanolique de I’algue brune et une synthése
chimique utilisant le citrate de sodium.
e Une troisieme partie qui consiste a la caractérisation des nanoparticules d’argent
par (Spectroscopie UV-visible, Microscope électronique a balayage, spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier, Diffusion dynamique de la lumiére et Potentiel

Zeta).

e Et enfin une derniére partie qui englobe les tests des activités biologiques de nos
échantillons d’ AgNPs.
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I. Etude bibliographique

1.1 Nanotechnologie

Le terme « nanotechnologie » quant a lui, dont le préfixe « nano » provient du grec
vévoc « nain » et représente 10 dans le systéme international (soit un milliardiéme de métre
dans le systéme métrique, puisqu’ici le préfixe fait référence a la taille des particules), est
attribuable a un Professeur de 1'université de Tokyo. Il a par la suite été popularisé par Eric

Drexler en 1986 dans son livre Engines of creation (Badillo et al., 2012).

La nanotechnologie est ainsi « reconnue comme la révolution technologique du XXI®me
siecle » (Schummer, 2007) avec ses applications prometteuses dans les domaines allant de la
médecine en passant par 1’informatique, la télécommunication aux sciences cognitives. Parce
que, « plus un objet est petit, plus le rapport entre sa surface et son volume est élevé » (Arnauld,
2011) et en conséquence, les proprietés mécaniques, thermiques, optiques, electroniques ou
magnétiques d’un matériau peuvent changer en raison de sa taille « nanométrique » (1SO,

2015).

On peut dire que la nanotechnologie nous permet « de manipuler de la matiére a
I’échelle nanométrique, a des dimensions d’environ 1 a 100 nanometres (nm) » (figure 1) et de

créer des structures atome par atome ou molécule par molécule (Auplat et Delomarle, 2012).

Atomes Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules
A3 i,
'd°1!§%s; R S
g ,‘ ’\"W‘v\‘,f ) =
* = ‘

R R R R e A
1A 1nm 10 nm 100 nm 1 pm 10 pm 100 pm

Figure 1: Gamme de tailles des nanoparticules comparées a celles des principales
structures chimiques et biologiques (Belfennache, 2017)
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1.1.1 Nanomédecine ou Nanosanté

« Nouvelles frontieres de la recherche en santé » (Instituts de recherche en santé du
Canada, 2006), « médecine du futur » (Freitas, 2009), « futur des soins de santé » (Che &
Gill , 2000), « nouvelle ere scientifique » (Allhoff, 2009), les expressions abondent pour
qualifier la nouveauté et la spécificité de la nanomédecine. Cette derniere est généralement
présentée comme une révolution médicale qui promet de transformer radicalement la médecine

grace aux nanotechnologies.

Ses effets sont censés toucher 1’ensemble des champs d’intervention de la médecine, du
diagnostic au traitement, incluant de nouveaux dispositifs de délivrance des médicaments (drug
delivery technologies), de nouveaux modes d’intervention combinant le diagnostic et la
thérapeutique (le théranostic) ou encore de nouvelles techniques d’ingénierie tissulaire (voir
figure 2) (Berger, 2009).

La particularité de cette approche est de se développer en intégrant, sous la coupe du
préfixe nano, les trois grands principes qui guident aujourd’hui la recherche biomédicale de
pointe, soit la medecine prédictive, la médecine personnalisée et la médecine régenératrice
(Noury & Lafontaine, 2014).

- =~
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>
e\‘@
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o
nanotechnologies
%, dans la médecine @
S

Figure 2 : Les applications des nanotechnologies dans la médecine (Anca et al., 2019)
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1.1.2 Nanomatériaux

Ce sont des matériaux dont une, deux ou trois dimensions externes se situent a 1’échelle
nanométrique, c’est-a-dire approximativement entre 1 et 100 nm. Si les trois dimensions

externes se situent a I’échelle nanométrique, on parle de nanoparticules (Gaffet, 2008).

Pour deux dimensions externes situées a 1’échelle nanométrique, on parle de nanofibres,
nanotubes, nanofilaments ou nano-batonnets ; Enfin pour une dimension externe située a
1’échelle nanométrique, on parle plutot de nano-feuillets, nano-films et nano-plaquettes (Gaffet,
2011).

Il existe deux grandes familles de nanomatériaux, comme le montre la figure 3 suivante :

» Les nano-objets ;
> Les matériaux nano-structurés (Buzea et al., 2007 ; Ju-Nam & Lead, 2008 ; Pan &
Xing, 2010).

Nanomatériaux

I
! !

e Nanoparticule @ - Agréga.t et agglomérat de @'
nano-objets _a&‘
* Nanofibre, nanotube \x *Nanocalposite:s NANG: g

objets incoporés dans une
—~ matrice ou sur une surface

* Nanofeuillet, nanoplaquette -‘—5\,‘;\/ : ‘.«
o Matériaux nanoporeux y

Figure 3 : Classification des nanomatériaux (Ricaud & Devel, 2014)

1.1.3 Nanoparticules

Les nanoparticules (NPs) sont des agrégats de petites molécules de taille nanomeétrique

(dimension entre 1 et 100 nm) constitués de quelques centaines a quelques milliers d’atomes.

La taille nanométrique augmente la surface de contact entre les matériaux, ce qui leur

confere une plus grande réactivité (Delay & Frimmel, 2012).

Les nanoparticules (NPs) ne sont pas des simples molécules en soi et sont donc

composeées de trois couches :

« La couche superficielle, qui peut étre fonctionnalisée avec une variété de petites

molécules, d'ions métalliques, de tensioactifs et de polymeéres.

p. 6
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« La couche de coque, qui est un matériel chimiquement différent du noyau dans tous

les aspects, etc.

« Le noyau, qui est essentiellement la partie centrale de la NP et désigne généralement
la NP elle-méme (Khan et al., 2017) ; De point de vue de la taille, les nanoparticules
se situent sur 1’échelle du monde vivant entre I’hélice d’ADN (3,4 nm) et un virus (100

nm) (Angelique et al., 2018).

A titre de comparaison les nanoparticules métalliques ne sont pas les seules
nanoparticules existantes, y en a plusieurs types ex ; des nanoparticules naturelles, synthétiques,

etc. (Figure 4).

A YT c D
e “JJJJJJJ "J
e v o
S >o
> >
% av
3
JJJJ.) o J‘ JJ
v o
Polymériques
Lipidique (nanoparticule et micelle) Dendrimére
E F G H
Silice mésoporeuse Oxyde de fer, Quantum Dot A base de carbone
or, argent (nanotube, nanosphére)

Figure 4 : Les différents types de nanoparticules (Pisani, 2017)
1.1.4 Caractéristiques des nanoparticules

Les Nanoparticules ont des caractéristiques trés différentes de celles des atomes ou
autres matériaux, elles leur sont spécifiques, et nous permettent de les classer. Les principales

caractéristiques des nanoparticules sont :

= |aTaille:

Elle joue un rdle trés important dans la réactivité des particules. Par exemple, pour les
atomes d’Arsenic avec les particules d’oxyde de fer ; plus le diametre des particules est petit,

plus leur capacité de rétention des atomes d’ Arsenic sera forte (Canivet et al ,2015).

Gréace a leur petite taille nanométrique, les Nanoparticules ont la particularité d’avoir
deux types de dispersion : Monodispersion « une seule et méme taille » et Polydispersion

« une gamme de plusieurs tailles plus ou moins importantes » (Ludivine ,2015).

p. 7
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= Laforme:

Les nanoparticules sont caractérisées par leurs diverses formes (cubique, prismatique,
batonnet ...etc.) tellement nombreuses qu’il est difficile de toutes les classer comme la figure

5 P’illustre.

ZO0. 0

-

B NN\ R

Figure 5 : Images par microscope électronique en transmission de différentes formes de nanoparticules A, B,
C, D, E, F (Jeevanandam et al., 2018)

= L’agrégation et I’agglomération :

Gréace a leur surface particuliere et selon le milieu dans lequel elles se trouvent, les

Nanoparticules peuvent se présenter sous trois formes (figure 6) :

a) Nanoparticules primaires ; ce sont des nano-objets qui se présentent sous forme
individuelle.

b) Agglomérats : ce sont des liaisons de nanoparticules primaires par des liaisons tres
faibles telles que les liaisons de Van Der Waals.

c) Agrégats : ce sont des liaisons des nanoparticules primaires par des liaisons chimiques

tres fortes telles que les liaisons de covalence (LNE. FAQ, 2017).

Particules primaires liées entre Particules primaires fortement
elles par des forces faibles liges entre elles

Figure 6 : Les 3 différentes formes des nanoparticules (https://www.nanosafety-
platform.com)
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= La surface spécifique :

On entend par « surface spécifique » la surface réelle totale d une particule par unité de
masse de produit par rapport a sa taille apparente. La particularit¢ de la surface d’une
nanoparticule réside dans le fait que la plupart de ces atomes se trouvent sur la surface ce qui
va conférer a la nanoparticule sa propriété de réactivité avec le milieu ou elle se présente

(Comité de la prévention et de la précaution, 2006).

Gréce a cette caractéristique, plus la surface spécifique augmente, plus la taille des

particules va diminuer, donc, plus leur réactivité chimique et biologique va augmenter.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour caractériser les NPs. Il est grandement

recommandé d’utiliser plus d’une technique a la fois pour établir ces mesures.

1.1.5 Applications des nanoparticules

Les nanoparticules possedent plusieurs applications, le tableau suivant donne quelques
exemples de ces applications en biologie et en médecine en fonction de types des
nanoparticules ; organique et inorganique chacune d’elles comprend des propriétés qui lui sont

utiles ...

Tableau 1 : Composition des nano-objets utilisés en biologie et médecine et leurs principales applications

(Santelli, 2018)

Phospholipides Polvméres Assemblages
* Liposomes * Micelles ®* Dendriméres ® Polymeres ® Fibres ® Matrices
linéaires Y
@ O e
3 = 5
= AT p
= S
m [ ’
B = :
.4 o
P Encapsulation de M Transport de drogues P Reconstruction
drogues > Imagerie tissulaire
> imagerie
Nanosphéres Nanoparticules Carbones
®* Nanoparticules * Métaux nobles ® Semi-conducteurs  # Fullerenes ® Nanotubes
MEsoporeuses * Métaux de transition ® Lanthanides de carbone
2 n Y AL
= 1 - il . I ¥
o \ . "
s oy
m r, .-
2 o Lot X
2 ¥
P Encapsulation de  »Imagerie > Imagerie
drogues » Thérapie par ondes > Encapsulation de drogues
électromagnétiques P Hyperthermie
P senseurs et détecteurs > Reconstruction tissulaire
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|.2 Nanoparticules d’argent

L’argent est un métal gris blanc, de masse atomique 107,87 g/mol. 1l est solide a
température ambiante. Sa densité est de 10,5 et son point de fusion est de 960 °C. 1l s’oxyde
peu. Il est ductile, malléable et bon conducteur thermique et électrique, (Gordon Pedersen &
Bryan Frank, 2013), Ce métal est utilisé depuis des siecles dans le traitement des plaies et des
brdlures. Avec ’avénement actuel des nanotechnologies, I’engouement pour les nanoparticules

d’argent (AgNPSs) et leur pouvoir antibactérien s’est accru.

Les nanoparticules d'argent (AgNPs) sont de fines particules d'argent métallique
connues sous le nom d'argent colloidal depuis plus de 100 ans, peuvent étre de différentes
formes (spheéres, tiges, fils, triangles) (Reidy et al., 2013).

1.2.1 Propriétés des nanoparticules d’argent
1.2.1.1 Propriétés physiques
L'argent est un metal noble qui a une conductivité électrique élevée, une stabilité

thermique et stabilité a la chaleur ainsi que d’autres propriétés spéciales (voir Tableau 2)

Les nanoparticules d’argent ont des propriétés uniques en raison de leur petite taille
quels que soient leurs constituants chimiques, ils ont des rapports surface/volume extrémement
élevés. Ainsi, de nombreuses propriétés physiques des nanoparticules telles que la solubilité et
la stabilité sont dominées par la nature de la surface des nanoparticules (Ranganayaki et al.,
2017).

Tableau 2 : Propriétés physiques de I'argent (Ranganayaki et al, 2017)

Numéro Poids / Etat Numéro Classe Point Point spécifique
atomigque masse standard  de de d'ébullition  la gravité
atomique groupe fusion
47 107.8682 solide a 11 Métal, Transition  961.93° 2212.0°C. 10.50 (20
amu 298 C 2C).
degrés
Kelvin

1.2.1.2 Structure chimique

Les cations d’argent peuvent étre complexés avec divers ligands organiques, et méme
si des cations d’argent sont toujours présents dans la molécule, la charge globale du complexe
peut étre connue, car ils ne se dissocient pas dans les solutions ou les liquides biologiques
(figure 07) (More S. B et al, 2018).

p. 10
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Figure 7 : Structure chimique d’argent (Ranganayaki et al., 2017)
1.2.1.3 Propriétés optiques

On s'intéresse de plus en plus a l'utilisation des propriétés optiques de nanoparticules

d'argent comme composant fonctionnel dans divers produits et capteurs.

Les propriétés optiques d'une nanoparticule métallique dépendent principalement sur sa
résonance plasmon de surface, ou le plasmon fait référence a l'oscillation collective des
électrons libres dans la nanoparticule métallique (figure 8). Il est bien connu que les pics de
résonnance plasmon et les largeurs de ligne sont sensibles a la taille, la forme de la
nanoparticule, les espéces métalliques et le milieu environnant (Berciaud et al., 2005 ; El-
Sayed, 2001).

Electron Density

AgNP Sphere

Figure 8 : a) Résonance plasmonique de surface (SPR) pour les AgNPs a une longueur d'onde

spécifique ; b) Image de microscopie en champ noir des AgNPs (Yusuf.M, 2019)
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1.2.2 Méthodes d’élaboration des nanoparticules d’argent
1.2.2.1 Approches utilisées

La synthése de nanoparticules d’argent est réalisée par deux approches :

a) L’approche « ascendante » bottom-up, consiste a assembler des composants élémentaires
(atomes, molécules, agrégats) pour fabriquer des structures plus complexes.

b) L’approche « descendante » top-down, consiste a miniaturiser des objets déja existants
de taille micro ou macrométrique pour se rapprocher des dimensions nanométriques
(Djeghboub, 2010).

Quelle que soit I’approche adoptée, les méthodes de synthéses sont subdivisées en

deux grandes catégories ainsi qu’une troisiéme qui est récente :

1.2.2.2 Méthodes de synthese utilisées

e Physique

Les méthodes physiques les plus importantes pour la synthése des nanoparticules
d'argent sont : I'évaporation-condensation, l'ablation laser, I'irradiation électrique, l'irradiation

gamma et la lithographie, etc (voir figure 9) (Guzel & Erdal,2017).
e Chimique

L'approche la plus courante pour la synthése des NP d'argent est la réduction chimique

par des agents réducteurs organiques et inorganigues.

En général, différents agents réducteurs tels que le citrate de sodium, l'ascorbate, le
borohydrure de sodium (NaBH4), I'hydrogene élémentaire, le procédé polyol, le réactif de
Tollens, le N, N-diméthylformamide (DMF) et les copolymeéres séquencés de poly (éthyléne
glycol) sont utilisés pour la réduction d'ions argent (Ag*) dans des solutions aqueuses ou non
aqueuses (voir figure 09) (Wiley B et al., 2005 et Evanoff & Chumanov, 2004).

e Biologique (verte)

Elle consiste en la production des nanoparticules a I’aide d’entités biologiques telles que
les micro-organismes, les extraits ou les biomasses de plantes (feuilles, fleurs, écorces, graines,
etc.) (voir figure 09 et Tableau 03) et les enzymes et pourrait étre une suppléante des méthodes

chimiques et physiques dans le cadre du respect d’environnement.

p. 12
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Tableau 3 : Principaux réducteurs et stabilisants biologiques des nanoparticules (Beldjilali &
Zenasni, 2017)

Peptide Peptide Nanohexagones, nanospheres et

nanotriangules
Plantes du luzerne Tissus de luzerne Nanosphéres et nanofils
Feuille de Géranium  Protéines ou enzymes Nanosphéres et nanotiges
Souche de levure Protéines Nanosphéres 2-5 nm
Champignon Protéines ou enzymes Nanospheéres 5-15 nm
Feuille de Neem Flavanones, Terpénes Nanosphéres 5-35 nm
Synthése des nanoparticules
Approche descendante Approche ascendante
« Top-down » « Bottom-up »
Synthése physique Synthése chimique Synthése verte
T £ Synthéses Sol Gel,
Con At an%lle’gaz microémulsion, Synthése verte
; Synthése (Plantes,
nerte, )
Dépét pulsé en phase hydrothermale, cha'mplgnons.
S Synthése de Polyols, bactéries, algues,
S Synthése chimique levures)
Pyrolyse laser, h
Pyrolyse par en phase vapeur.
pulvérisation éclair.

Figure 9 : Représentation schématique des différentes méthodes de synthése des AgNPs (Dhand ,2015)

La méthode de synthése biologique est préféree sur les deux autres, car elle offre de
nombreux avantages comme le montre le tableau 4, non seulement du point de vue écologique,

mais aussi pour sa compatibilité a des applications pharmaceutiques et biomédicales.
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Tableau 4 : les avantages et les inconvénients de différentes techniques de la synthése des AgNPs
(Arshad., 2017)

Produits chimiques
Technique Avantages Inconvénients . / .
micro-organismes
utilisés
Jointure ferme,
La production en déconcertée
une dans les données et
seule étape, la note
Physique précursgurs et d'efficacité étant des
potentiel de NPs
production a grande | Fournit I'expansion
échelle avec des cristalline, synthese
rendements élevés des
particules
Couteux d'esprit Agents réducteurs,
e | e
figure et sortie par o s
conséquent pollyetthI:ane
réclamation de bor%ﬁ/ Cc(j)rijrg de
produits chimiques . yart
mortels sodium, le bitartarate
Monodispersité Remarque ota(sjsium
Chimique élevée environnemental I'hpdrazine D’es
(5-15%) facile a traiter y -
résolution de agents stabilisants
NP Gérer le telsl que
développement o
des cristaux. polyvinylpyrrolidone,
synthése des dodéc IIebenz |
particules faible Y y
rendement sulfqte de
sodium.
Il est difficile de
déterminer
les composants
réactifs des
plantes car les
extraits de
plantes contiennent
de
Faible nombreux composés Levures. bactéries
monodispersité organiques. champigr;ons algués
Biologique (~ 40-50%), Pas économigue car lantes vi}us ot ’
respectueux de la pactinor,n cites
I'environnement culture des bactéries y
est
fastidieuse.le
processus de
réduction est
également
lent, allant d'une
heure &
plusieurs jours
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Cela est li¢ au fait qu’elle ne nécessite pas ’utilisation de produits chimiques toxiques
lors du processus de synthése. En outre, 'utilisation d’extraits de végétaux est potentiellement
bénéfique que les microorganismes en raison de la facilit¢ d’amélioration et le processus
laborieux de conservation des cultures cellulaires, selon les besoins du processus de micro-

organismes (Ahmed et al., 2016).

1.2.3 Mécanisme de formation dans la synthése verte des AgNPs

Les nanoparticules sont synthétisées a la fois par I’utilisation des plantes, des micro-
organismes et des organismes marins (voir figure 10), plusieurs chercheurs ont proposé diverses
approches mécanistes pour comprendre la voie cachée derriére la synthese verte des AgNPs.

Comme agent réducteur et

@ stabilisateur
E Levure Funeie Bactérie - |
r A @
=1 § + }

(o W; AgNO AgNPs
(%) (e “..:_‘ g 3
E Iy : BV Synthése
b Fruit Feuille Fleur verte

N %
8 | e P Ag’ _.
g o L RE
n = Invertébrés
a é Algue / Réduction  Croissance Stabilisation
5 Bactérie

AR

Figure 10 : Schéma représentatif de la synthese des nanoparticules d’argent par voie biologique (Rosman
etal., 2021)

Le mécanisme préliminaire implique l'accumulation de nanoparticules aprés la
réduction de l'ion métallique et le processus de réduction est médié par certains agents
réducteurs ou implique certaines enzymes qui sont liées a la paroi cellulaire. Kesharwani et
al (2009) ont demontreé que lors de la synthése verte des AgNPs, lorsque I'extrait de feuille est

ajouté a I'AgNOs aqueux, l'ionisation se déroule comme suit :

| AGNOs(a0)  Em  Ag’(a0)+NOs (a0) |

Les parties des plantes comme les racines, la tige, les graines et les feuilles sont

principalement utilisées pour la synthése des AgNPs. Le point intéressant est l'agent actif,

présent dans ces parties (Muhammad et al., 2016).
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La bio-réduction de I'Ag a été postulée comme piégeant des ions Ag™ a la surface des
protéines en raison des interactions électrostatiques entre ces deux dans I'extrait de matériel
végétal. Les protéines réduisent les ions Ag®, entrainant leur changement de structure
secondaire et la formation de noyaux d'argent qui se développent successivement par la
réduction supplémentaire des ions Ag* et leur accumulation au niveau des noyaux conduisant
a la formation des AgNPs (Rajeshkumar & Bharath, 2017).

Bien que le mécanisme exact impliqué dans la production d’AgNPs par les plantes ne
soit pas entierement déchiffré. On pense que les biomolécules sont directement impliquées dans

la réduction des ions et la formation des AgNPs (Jha et al., 2009).
1.3 Nanoparticules d’argent et applications biomédicales

Les nanotechnologies offrent la possibilité de modifier la taille, la charge de surface
ainsi que les groupements fonctionnels de molécules a usage thérapeutique (Chen X & Mao
SS, 2007).

Ces possibilites semblent illimitées (Papakostas et al., 2011) ; Les modifications de
surface apportées aux nanoparticules dépendent de I’application potentielle envisagée en
biomédecine, tels que : 1’élaboration de traitements plus sirs et la possibilité de ciblage
thérapeutique font des applications prometteuses en cancérologie ou en dermatologie par

exemple.

1.3.1 Modification de surface et/ou fonctionnalisation des AgNPs

Les propriétés et les effets biologiques des AgNPs sont fortement lies aux
caractéristiques physico-chimiques : la taille, la charge de surface, le rapport hydrophilie /
hydrophobie, la forme, la composition chimique. Afin de bénéficier pleinement des propriétés
des AgNPs, celles-ci sont généralement modifiées en surface (Petros & De Simone, 2010). La
fonctionnalisation vise a améliorer la stabilité des AgNPs en suspension, a limiter la toxicité
des AgNPs (Wang et al., 2014), ou encore a la formation de la couronne de protéines,
I’internalisation cellulaire et a modifier leur bio distribution (Gary-Bobo et al., 2013), par

ciblage actif ou passif.
« Amélioration de la stabilité en solution colloidale

La fonctionnalisation des nanoparticules par des polymeéres augmente leur stabilité en
solution colloidale et leur biodisponibilité. De ce fait, il est possible de recouvrir la particule

d’un produit chimique comme le polyéthyléene glycol (PEG) ou le procédé polyol afin

p. 16
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d’augmenter la stabilité et le temps de présence de la molécule dans la circulation sanguine
(Papakostas et al.,2011).

« Ciblage thérapeutique

Les applications possibles de la fonctionnalisation des nanoparticules dans le domaine
médical sont par conséquent tres étendues. Pour exemples, des particules poreuses renfermant
des molécules a usage thérapeutique permettent de livrer des médicaments de facon sélective a
certains organes (Morris, 2012). La surface des nanoparticules peut également étre utilisée
comme plateforme de fixation de ligands.

* Prévention de ’opsonisation

La modification de surface des nanoparticules contribue également a prévenir leur
opsonisation. L’opsonisation est un processus immunologique qui permet de recouvrir la
molécule d’anticorps spécifiques (opsonine) afin d’induire sa phagocytose. Les opsonines sont
donc des anticorps et certaines fractions du complément (groupe de protéines présentes dans le
sérum sanguin) se liant aux antigenes de surface du corps étranger (Papakostas et al.,2011).

« Fonctionnalisation par un agent fluorescent pour I’imagerie

La fonctionnalisation des produits de contraste nano-particulaires par des agents
fluorescents offre la possibilité d’une meilleure capacité¢ de détection en imagerie médicale.
Une large palette d’agents de contraste, de sondes fluorescentes et de radio-traceurs propose un
éventail important d’opportunités pour 1’imagerie du vivant et le développement d’approches
diagnostiques (Michalet et al., 2005).

1.3.2 Applications biomédicales

= AgNPs et Activité antimicrobienne

Les nanoparticules dargent sont bien connues pour avoir des propriétés
antimicrobiennes (Marambio & Hoek, 2010 ; Zheng et al., 2018) et heureusement semblent
étre des agents antimicrobiens puissants et efficaces par rapport aux autres nanomatériaux de
métaux nobles, en raison de leurs caractéristiques comme un grand rapport surface/volume
(Morones et al., 2005), toxicité (Morones et al., 2005 ; Navarro et al., 2008 ; Kruszewski et
al., 2011 ; Beer et al., 2012), interaction possible avec les composés soufrés et phosphorés
présents dans les cellules qui est I'élément clé de sa propriété antibactérienne les AgNPs
réagissent avec les protéines contenant du soufre a l'intérieur ou a l'extérieur de la membrane
cellulaire, ce qui affecte a son tour la viabilité cellulaire ( Hamouda et al., 2000 ; Morones et

al., 2005 ; Yin et al., 2013) (voir la figure 11), caractéristiques cristallographie, etc., qui leur
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permettent d'étre des agents utiles pour traiter diverses maladies infectieuses microbiennes et
peut également servir comme agents utiles pour surmonter la résistance microbienne contre les
médicaments conventionnels, utilisés seuls ou en conjugaison avec des formulations

thérapeutiques antimicrobiennes (Morones et al., 2005 ; Khatoon et al., 2019).

Par contre, elles sont relativement non toxiques pour les cellules humaines et animales
et ont une probabilité beaucoup moindre de provoquer une résistance bactérienne que les
antibiotiques (Li et al., 2016).

2) La péneétration des
AgNPs et 1a perturbation de o ° LIPS
la molécule mtercellulaire ® (] ;W
PN
-
Double brin

1) Adhésion d1a
membrane
bactérienne

N
i
Simple brin /

1) Interaction
entre les AgNPs et
I’ADN bactériale

3) Production des ROS

Figure 11 : Schéma représentatif de mécanisme d’action des AQNPSs dans les bactéries (Salleh et al.,
2020)

= AgNPs et Activité anticancéreuse

Nanomatériaux a base d’oxydes métalliques (Martinez-Boubeta et al., 2013 ; Zhou et
al., 2014 ; Vinardell & Mitjans, 2015) et des nanoparticules métalliques (Conde et al., 2012
; Sharma et al., 2015) ont été particulierement efficaces comme agents anticancéreux.
Conjugués de nanomatériaux avec anticancéreux chimiothérapeutiques : doxorubicine (Kievit
et al.,2011), fluorouracile (Ashwanikumar et al., 2014), méthotrexate, (Wu et al., 2014), etc.
; biopolymeres (Carvalho et al., 2019) ; marées de pep (Yeh et al., 2016) ; acides nucléiques
(Guo et al., 2016) ; acide folique (Boca-Farcau et al., 2014) et ainsi de suite, ont créé une
synergie approche du traitement du cancer. Les nanoparticules d’argent et les nano-composites
sont trés impliqués dans la liste de la recherche scientifique et la littérature pour avoir des

propriétés anticancéreuses (EI-Naggar et al., 2017 ; Yuan et al., 2017).
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1.3.3 Toxicité des nanoparticules d’argent

Différentes études et rapports suggerent que le nano-argent peut également avoir des
effets néfastes sur la santé humaine que sur I’environnement. Dans les déchets industriels, des
tonnes dargent sont évacuées dans la nature, provoquant ainsi une toxicité dans

I'environnement.

Les ions d'argent libres ont des effets néfastes ou nocifs sur les humains et tous étres
vivants, y compris la décoloration permanente gris bleuatre de la peau (argyrie) ou des yeux
(argyrose), et I'exposition a des composés d'argent solubles peut produire des effets toxiques
comme les Iésions hépatiques et rénales ; les irritations des yeux, de la peau, des voies
respiratoires et intestinales et des modifications significatives dans les cellules sanguines. De
nombreux rapports suggérent que le nano-argent ne peut pas faire la différence entre microbes
nuisibles ou utiles a I'écologie (Prabhu et al ,2012).
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Il. Matériel et méthodes

Notre stage expérimental porte sur I’élaboration et la caractérisation des nanoparticules
d’argent vers des applications biomédicales. Il s’est réalisé pendant trois mois au niveau du
laboratoire : Biomolécules et Effets Thérapeutiques au niveau du Centre de Recherche et
d’Analyses Physico-Chimiques CRAPC de Bousmail (TIPAZA).

Ce chapitre se compose de trois parties ; la premiére est une description du matériel
utilisé, la seconde représente I’extraction et la synthese des nanoparticules. Dans la troisiéme
partie, nous avons présenté le test antibactérien ainsi que les techniques de caractérisation de
ses nano-objets (UV-Vis, FTIR, MEB, DLS et Potentiel Zeta) pour examiner l'aspect
morphologique, la disposition des nanoparticules, la taille et la chimie de surface ...etc.

1.1 Matériel

11.1.1 Matériel non biologique

Le tableau ci-dessous récapitule ’ensemble des produits chimiques utilisés au cours de
ce travail et qui nous ont été aimablement fournis par le Centre de Recherche et d’Analyses

Physico-Chimiques CRAPC de Bousmail.

Tableau 5 : Représentation du matériel non biologique utilisé dans la partie expérimentale

Produit Formule Masse Fournisseur Caractéristiques
chimique molaire
Nitrate d’argent AgNO3 169,87 g/mol | R.P.NORMAPUR | Soluble dans
I’eau
Ethanol C2HsOH 46,07 g/mol Panreac Soluble dans
I’eau
Citrate de sodium | NasCe¢HsO7 | 258,06 g/mol BIOCHEM Soluble dans
I’eau
Hydroxyde de NaOH 39,997g/mol SIGMA Soluble dans
sodium I’eau, I’éthanol,
méthanol. ..
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11.1.2 Matériel biologique
11.1.2.1 L’algue brune

L’algue brune est également appelée « chromophyte », jamais unicellulaire, & appareil
végétatif souvent complexe et de dimensions trés variables, elle posséde toute une structure
pluricellulaire, sa couleur est brunatre (figure 12) est due a I’abondance de la xanthophylle et
de la fucoxanthine, qui domine les autres pigments comme la chlorophylle a et c, ainsi que le

B-caroténe (Garon-lardiere, 2004).

Des études ont montré que les composés phénoliques retrouvés dans I’algue possedent
la capacité d’inhiber la croissance de différents microorganismes pathogenes. Des extraits
obtenus a partir de certaines espéces d’algues ont été testés contre des bactéries pathogénes et

ont montré une activité antibactérienne remarquable (Jimenez-Lopez et al., 2020).

Figure 12 : Images prises de différentes algues brunes (https://www.guidedesespeces.org)

La poudre d’algue brune qu’on a utilisé dans ce travail a été obtenue apres recolte et
traitement de cette algue en commengant par : un lavage par I’eau de mer puis un ringage avec
de I’eau distillée, ensuite un séchage a température ambiante et a ’abri de la lumiére pendant
72h ainsi qu’un broyage. La poudre est extrémement fine, de couleur brune et d’aspect sableux,
elle nous a été aimablement fourni par (Mr. Bouhenna) au niveau du laboratoire de

Biomolécules et Effets Thérapeutiques.
11.1.2.2 Les souches bactériennes

Les cultures standard pour les tests antibactériens ont été obtenues auprés de American

Type Culture Collection (ATCC), qui nous ont été aimablement fournis par le centre de
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recherche et d’analyses physico-chimiques CRAPC de Bousmail. Ceux-ci incluent les Gram
positif + (Staphylococcus aureus) et Gram negatif - (Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Enterobacter cloacae).

11 .2 Méthodes

11.2.1 Préparation d’extrait hydro éthanolique et hydrosoluble d’une algue brune
= L’extrait hydrosoluble (HS)

L'extrait hydrosoluble a été préparé en mettant 20 g de biomasse végétale dans 200 ml
d'eau distillée, ce mélange a subi une agitation ainsi qu’un chauffage a 40° C a I’aide d’une
plaque chauffante pendant 24h, et une filtration a 1’aide d’un dispositif pour finalement obtenir
un extrait pur et clair (Mollick et al., 2015).

= L’extrait hydroéthanolique (HE)
L’extrait hydro éthanolique a été préparé en mettant 20 g de biomasse végétale dans 200
ml d’éthanol 70°. Le tout a subi une agitation pendant 24h, et une filtration de la méme maniere

que I’extrait hydrosoluble.

11.2.2 Biosynthese des nanoparticules d’argent

50 ml d’extrait (hydrosoluble ou hydro éthanolique) ont été ajoutés a 950 ml de
solution de nitrate d'argent (LmM) ; Le mélange réactionnel a été maintenu sous agitation a 40
°C, 400 rpm pendant 24h. Le changement de couleur de la solution de nitrate d'argent indique
la formation d'AgNPs (Mollick et al., 2015).

Apreés la synthese des AgNPs, la solution contenant des nanoparticules a été centrifugée
a 3500 tr / 30 min pour récupérer les AgNPs, le culot a été lavé quatre fois par de I'eau distillée
pour éliminer les impuretés et obtenir des AgNPs pure. Ces derniéres ont été mises dans une

étuve pour le séchage pendant 48h.
I1.2.3 Synthése chimique des nanoparticules d’argent

En premier lieu, deux solutions incolores d’AgNO3 et de citrate de sodium ont été
préparées en paralléle. En second la solution d’ AgNOs est mise sous agitation et un pH métre a
été utilisé pour stabiliser le pH de la solution a 10 en ajoutant une solution de NaOH a 0.1 N.
Puis, un volume de 10 ml de citrate de sodium a été ajouté a la solution d’AgNOs (ImM), la
solution est donc mise sous agitation a 80 °C, 600 rpm pendant 120min ; le changement de

couleur de la solution indique la formation des AgNPs.
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Aprés la synthése des nanoparticules d’argent par voie chimique, la solution a été

centrifugée a 5500 tr/ min pendant 20 min pour séparer le AgNPs, puis elle a subi quatre lavages

avec de I’eau distillée, ces dernieres ont été mises en étuve pour le séchage pendant 48h
(Mousavi-Khattat et al., 2018).

Chauffé
et agité a

Agitation
a 85°c

Agitation
a40°c

3500 /5500

tr/min

UV Visible, MEB, DLS,
FTIR, Potentiel Zeta

Figure 13 : L organigramme récapitulatif de la préparation des nanoparticules d’argent a partir des

deux extraits d’algue brune et du citrate de sodium jusqu’a caractérisation
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11.2.4 Caractérisation des AgNPs préparées par I’extrait d’algue brune et citrate de

sodium

Il existe plusieurs manieres de caractériser les nanoparticules, le premier et le plus

pratique est le changement de couleur de la solution.

Pour la détermination des différents paramétres des AgNPs biosynthétisées et
chimiquement synthétisées, nous avons tout d’abord caractérisé par spectroscopie par la bande
de résonance plasmonique de surface en utilisant une spectroscopie UV-Visible puis par la
Diffusion dynamique de la lumiere (DLS) et le Potentiel Zeta, par le microscope électronique

a balayage (MEB) et par Spectrophotométre Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR).

a) Caractérisation par Spectrophotometre UV Visible

Le spectrophotometre UV-Visible est un appareil qui consiste a mesurer 1’absorbance
(la quantité de la lumiére absorbée par nos echantillons en phase liquide) en fonction de la

longueur d’onde.

Les mesures spectrophotométriques ont été effectuées a I’aide d’un spectrophotométre
a double faisceau UV-visible (Specord 210). L’analyse est effectuée entre 200 et 800 nm,
I’appareil est relié a un micro-ordinateur. Le logiciel WINnASPECT Plus permet

I’enregistrement et la visualisation des spectres des échantillons analysés.
b) Caractérisation par Diffusion dynamique de la lumiére (DLS) et Potentiel Zeta

Cet appareil consiste a déterminer la taille de nos particules en mesurant les

changements aléatoires de I’intensité de la lumiere diffusée a partir de notre échantillon.

Les échantillons sont d’abord passés par une sonde de sonication, la distribution
granulométrique des AgNPs ont été déterminées a 25 °C a l'aide d'un analyseur de taille de
particules et de potentiel Zéta (SZ-100 HORIBA Scientific) avec un angle de détection de 173°
pour déterminer la taille et a une conductivité de 0,218 mS/cm pour déterminer le potentiel
Zéta.

c) Caractérisation par Microscope électronique a balayage (MEB)

L’observation des échantillons a été réalisée par la microscopie électronique a balayage
MEB, qui contient un faisceau électronique qui va balayer la surface de notre échantillon pour

au final obtenir des images en haute résolution.

Les échantillons des nanoparticules d’argent ont été visualisés (Morphologie) par un

MEB de type (Quanta 250) a une échelle de 5 pm et un grossissement de x12000.

p. 25



Chapitre Il Matériel & Méthodes

d) Caractérisation par Spectrophotométre Infrarouge a Transformée de Fourier
(FTIR)

Le FTIR repose sur I’absorption du rayonnement infrarouge par le matériau de
I’échantillon qui a été mesurée en fonction de la longueur d’onde. Cette absorption correspond

specifiqguement aux liaisons présentes sur la surface des échantillons.

Nous avons utilisé un Spectrometre Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) de type
(ALPHA), la poudre des nanoparticules d’argent préparées a base d’extraits d’algue brune et
du citrate de sodium a été déposée entre deux plaques KBr et les spectres sont enregistrés dans
I’intervalle de 3500 & 500 cm™.

Ces techniques ont été utilisés pour caractériser les différents échantillons (HS, HE et

CITR) de nanoparticules d’argent de la méme maniere.

11.2.5 Applications biomédicales

11.2.5.1 Activite antibactérienne des nanoparticules d’argent vis-a-vis des souches
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae
L’objectif de notre travail dans cette partie est d’optimiser les propriétés antibactériennes
de nos différentes nanoparticules d’argent préparées a base (d’extraits hydro éthanolique,
hydrosoluble et de citrate de sodium) sur différentes souches bactériennes qui ont été
conservées dans des milieux de gélose nutritive inclinés au niveau du Laboratoire de

Biomolécules et Effets Thérapeutiques au niveau du CRAPC (Bousmail) ;

v Escherichia coli

v’ Staphylococcus aureus

v' Pseudomonas aeruginosa

v Enterobacter cloacae

Afin d’obtenir une culture jeune et des colonies bien isolées servant a préparer

d’éventuels inoculum bactériens, les différentes souches ont été ensemencée sur milieu Muller

Hinton (MH) par la méthode des stries puis incubées dans 1’étuve a 37°C pendant 24 heures.

A partir de cette culture jeune de 18 & 24 heures, quelques colonies ont été prélevées a
I’aide d’une pipette Pasteur puis immergées dans de 1’eau physiologique stérile jusqu’a
I’obtention d’une charge bactérienne de I’ordre de 0,5 Mc Farland, équivalente & une densité
optique de 0,08 2 0,13 a 625 nm.

A la surface des boites de Petrie préalablement coulées avec du milieu Mueller-Hinton,

les souches bactériennes ont été ensemencées par des stries serrées, a 1’aide d’un écouvillon
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stérile l1égerement imbibé de suspension bactérienne. Cette opération est répétée trois fois en
tournant la boite de 60°.

A I’aide d’une pipette Pasteur stérile, trois puits par boite de Petrie ont été introduits sur
la gélose MH ensemenceée. Ensuite les puits ont été numérotés ; le premier puit a été remplie
par une dose (1 ou 2 mg/ml) de nanoparticules (HE, HS, CITR), le deuxiéme a éte remplie de
la solution de nitrate d’argent (LmM) et le troisiéme puit a été rempliec de I’ATB de référence
(10pg/ml de la Gentamicine). Les boites ont été incubées dans I’étuve a 37°C pendant 24

heures.

La lecture des résultats se fait par la mesure (en mm), a ’aide d’une régle du diameétre
d’inhibition caractéris€ par une zone dépourvue de croissance bactérienne autour du puit

comparé a la zone de notre antibiotique de référence (Gentamicine).

Figure 14 : Photo réelle d’un exemple de lecture des zones d’inhibition sur une des boites
d’antibiogramme
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I11. Résultats et Discussion

I11.1 Biosynthese des nanoparticules d’argent
Les nanoparticules d'argent synthétisées a l'aide d'extrait d’algue brune (hydrosoluble /
hydro éthanolique) ont montré un passage d’une solution incolore vers une solution brune

jaunatre, cette coloration est un indicateur principal de la formation des nanoparticules d’argent.

Selon I’étude de Roohi et ses collegues (2020), un changement de couleur passant d’une
solution incolore au brun jaunétre puis au brun rougeétre révéle clairement la synthese des
AgNPs par une algue rouge Portieria hornemannii, et selon Ravichandran et ses collégues
(2019), un extrait aqueux de feuilles de P. Speciosa a été utilisé pour réduire I’AgNOs en Ag°

ou la réduction a été confirmée par un changement de couleur de I'incolore en brun jaunatre.

A partir de données publiées, il est connu que les NPs présentent une couleur brune en
solution aqueuse en raison de I’excitation des vibrations de plasmon de surface dans les AgNPs

biosynthétisés (Geethalakshmi et Sarada, 2010 ; Shuguang Wang et al., 2011).

Le changement de couleur de la solution aprés interaction avec 1’extrait d’algue aborde
le r6le joué par les biomolécules pour synthétiser et équilibrer les NPs d'argent dans les milieux

aqueux ce qui était aussi confirmé par 1’étude Roohi et al (2020).

Solution mére d’AgNO3 | AgNO3 + Extrait d’algues | AgNPs

Figure 15 : résultat de biosynthése (changement de couleur vers un brun jaunétre)
I11.2 Synthéese chimique des nanoparticules d’argent
Les nanoparticules d’argent synthétisées a 1’aide d’un solvant chimique citrate de
sodium ont montré un passage d’une solution incolore a une solution grise verdatre, qui est un
indicateur principal de la formation des nanoparticules d’argent, comme il a été démontré dans

une étude similaire de Mousavi-Khattat et al (2018).
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Et selon Suriati (2014) et Prem Santhi Yerragopu et ses collégues (2020) l'indication
de la formation d'AgNPs réduit par Tri-sodium Citrate a été observée par un changement de

couleur de la solution de jaune clair au jaune puis au verdatre, avant de se stabiliser.

111.3 Caractérisation des AgQNPs préparées par I’extrait d’algue brune et citrate de
sodium

Solution mére d’AgNO3 AgNO3 + Citrate de sodium AgNPs

Figure 16 : résultat de synthese chimique (changement de couleur vers un gris verdatre)

= Caractérisation des nanoparticules d’argent par Spectroscopie UV-Visible

Pour déterminer si les AgNPs sont développées ou non, l'aspect visuel et colorimétrique
des échantillons a 1’état liquide est Vérifié par spectrophotométre UV-Visible. Une fois les
AgNPs sont synthétisées, la solution de nitrate d'argent développe une couleur brune jaunatre
apres interaction avec I'extrait hydrosoluble ou hydro éthanolique d’algue brune ou une couleur
grise a verte apres interaction avec citrate de sodium, ce qui était confirmeé par la résonance
plasmonique de surface SPR et I'absorption UV visible dans les illustrations fig17, fig18, fig1l9
et les résultats de caractérisation par UV-visible des AgNPs synthétisées en utilisant le balayage
spectral 200 — 800 nm sont représentés dans le tableau 6 qui englobe tous les pics d’absorption

maximale dans I’intervalle de 390-425 nm.

Tableau 6 : Représentation des résultats des AgNPs synthétisées par UV-Visible

Les échantillons analysés Absorbance (nm)
AgNPs (extrait hydrosoluble) 420
AgNPs (extrait hydro éthanolique) 390
AgNPs (citrate de sodium) 425
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=0 am =il A0 450 00 S50 =i i) 650 il i) Feiel L=

Figure 18 : Spectre d’absorbance des AgNPs HS obtenu par UV-Visible

Figure 19 : Spectre d’absorbance des AgNPs HE obtenu par UV-Visible
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Figure 17 : Spectre d’absorbance des AgNPs CITR obtenu par UV-Visible
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Des résultats de caractérisation par UV - Visible sont rapportés dans la littérature ; Selon
Roohi Fatima et ses collegues (2020) les AgNPs biosynthétisées par I’algue rouge Portieria

hornemannii ont révélé une longueur d'onde dans un spectrophotométre a 420 nm.

Dans une autre étude, un extrait aqueux de feuilles de P. Speciosa a été utilisé pour
réduire ’AgNOs en Ag®, ol la réduction était confirmée par une absorbance maximale a 463
nm d’apres Ravichandran et al (2019).

Selon Shanmugam et ses collaborateurs (2014), la bande de résonance plasmonique de
surface pour les nanoparticules d'argent synthétisées par I’extrait d’algue brune Sargassum

longifolium était positionnée a environ 460 nm.

Dans une étude réalisée par Tanur Sinha et ses collegues (2012), les AgNPs
synthétisées chimiquement par du SDS présentent une bande a environ 420 nm. Dans une autre
étude réalisée par Prem Santhi Yerragopu et ses collégues (2020), le spectre d'absorption UV-
Visible des nanoparticules d'argent synthétisées a l'aide d'un mélange d'hydrazine et de citrate
de sodium comme agent réducteur et de SDS comme agent stabilisant a révélé la formation de
nanoparticules d'argent en montrant le maximum d'absorption des plasmons de surface a 412
nm.

D’apres Link S et al (2003), Noginov M et al (2007) Nath S.S & Gope D.G (2007)
I'absorption des AgNPs dépend de la taille des particules, du milieu diélectrique et de

I'environnement chimique.
= Caractérisation des nanoparticules d’argent par DLS et Potentiel Zeta

L’analyse de distribution de taille et de Potentiel Zeta des AgNPs hydrosolubles par

DLS a été illustrée dans les figures suivantes (Fig 20,21) respectivement ;

La taille des AgNPs a été observée dans l'analyse DLS a environ 244,2 nm avec une

polydispersité moyenne.
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Figure 20 : Analyse de la taille des particules d'AgNps synthétisées par [ ’extrait hydrosoluble de
[’algue brune a l'aide de DLS

La stabilité des nanoparticules a été confirmee par le potentiel Zéta des nanoparticules
d’argent synthétisées par I’extrait hydro soluble qui s'est avéré étre de -38, 5 mV (Fig 21) avec
une meilleure stabilité. La valeur potentielle négative montrée par les AgNPs biosynthétisées

reflete la présence de composants bio-organiques dans l'extrait en tant qu'agent de coiffage.
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Figure 21 : Le graphique représente la valeur négative du potentiel zéta des nanoparticules d'argent
synthétisées par [’extrait hydrosoluble

L’analyse de distribution de taille et de Potentiel Zeta des AgNPs hydro éthanoliques
par DLS a été montrée dans les figures suivantes (Fig 22, 23), la taille des AgNPs a été observée

dans l'analyse DLS a environ 174,5 nm avec une faible polydispersité.
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Figure 22 : Analyse de la taille des particules d'AgNps synthétisées par [’extrait hydro éthanolique de
[’algue brune a l'aide de DLS
La stabilite des nanoparticules d’argent synthétisées par 1’extrait hydro éthanoliques a
été confirmée par le potentiel Zé&ta qui s'est avéré étre de - 43, 1 mV (Fig 23), elles sont donc
bien dispersées dans la solution colloidale.

Intensité(a.u)

| Potentiel Zeta (mV)

Figure 23 : Le graphique représente la valeur négative du potentiel zéta des nanoparticules d'argent
synthétisées par [’extrait hydro éthanolique.

L’analyse de distribution de taille et de Potentiel Zeta des AgNPs par citrate de sodium
par DLS a été montré dans les figures suivantes (Fig 24, 25), la taille des AgNPs a été observée

dans I'analyse DLS a environ 279,6 nm avec une polydispersité moyenne.
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Figure 24 : Analyse de la taille des particules d'AgNps synthétisées par Citrate de sodium a l'aide de
DLS

La stabilité¢ des nanoparticules d’argent synthétisées par citrate de sodium a été

confirmée par le potentiel z&ta qui s'est avére étre de - 51,1 mV. Les AgNPs sont donc bien

dispersees dans la solution colloidale (Fig 25).
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Figure 25 : Le graphique représente la valeur négative du potentiel zéta des nanoparticules d'argent
synthétisées par Citrate de sodium

La caractérisation faite par Ravichandran et ses collegues (2019), a montré que la taille
des AgNPs synthetisées par 1’extrait hydrosoluble de Parkia speciosa a été observée a environ
155,3 nm dans l'analyse DLS avec un faible indice de polydispersité (PDI) de 0,381, Dans une
autre étude Ke Zhang et ses collegues (2019) ont trouvé la taille des nanoparticules d'Ag

syntétisées par S. miltiorrhiza de 128 nm.
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Une analyse faite par I’équipe de Natarajan (2018), a montré que la taille des

nanoparticules d'Ag synthétisées a partir de B. brevis KN8 était de 313,6 nm.

Et un résultat d’analyse de taille d’AgNPs synthétisées par citrate de sodium, obtenu
était de 95,5 nm d’aprés Mahsa et al (2020).

Alors que I’analyse du potentiel Zeta de nos nanoparticules d’argent HE, HS et CITR
nous a révélé la charge de surface de chacune dans les figures 21, 23, 25 respectivement dont
nous avons remarqué que les nanoparticules d’argent synthétisées a partir de 1’extrait

hydrosoluble ont eu une meilleure stabilité de -38,5 mV.

Une analyse de charge de surface des AgNPs synthétisées par 1’algue rouge Portieria
hornemannii était de -44,5 mv, Cela a évidemment rapporté que les AgNPs étaient trés stables
par des moyens électrostatiques, d’aprés Roohi et al (2020), Des observations similaires ont
été trouvées dans I’étude réalisée par Jamshed Khan et al (2019) , le potentiel Zeta a été
enregistré a -47,5 mV (C0), -46,5 mV (C1) et -39,3 mV (C2) pour des concentrations
différentes de I’extrait du Curcumin ; Dans une autre étude Mahsa et ses collaborateurs ( 2020)
ont trouvé la charge de surface des AgNPs synthetisees a partir de citrate de sodium de -34,5
mV.

= Caractérisation des nanoparticules d’argent par Microscopie électronique a balayage

Dans le cadre de notre étude, Les caractéristiques morphologiques des AgNPs
biosynthétisées et chimiquement synthétisées ont été etudiées par microscopie électronique a

balayage.

L’analyse par Microscopie ¢lectronique a balayage des nanoparticules d’argent
hydrosoluble et hydro-éthanoliqgue a montré que la plupart des particules ont une forme

sphérique et forment des agrégations voir les illustrations (26 ,27).

Figure 26 : Image MEB d’une analyse morphologique des AQNPS HS & une échelle de 5 um
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Figure 27 : Image MEB d’une analyse morphologique des AQNPS HE & une échelle de 5 um

La morphologie sphérique montrée par notre analyse MEB des nanoparticules d’argent
bio et chimiquement synthétisées concorde avec les résultats obtenues par d’autres études
antérieures ; L’observation des nanoparticules d’argent biosynthétisées par I’extrait d’algue
brune Padina sp faite par Prakash Bhuyar et ses colléegues (2020) ont montré que les
nanoparticules étaient de forme sphérique, polydispersées, fortement distribuees avec
agrégation.Une autre etude faite par Abiola et ses collegues (2019) a démontré que la
morphologie des AgNPs biosynthétiseées par 1’extrait de Gleichenia Pectinata était
sphérique.Une observation des nanoparticules d’argent synthétisées par citrate de sodium faite
par Prem Santhi Yerragopu et ses collegues (2020) a montré également qu’clles sont de forme

sphérique.

= Caractérisation de la chimie de surface des nanoparticules d’argent par FTIR
Des mesures FTIR ont été réalisées afin d'identifier la présence de divers groupements
fonctionnels des biomolécules responsables de la bio-réduction de I'AgNOs; et du
coiffage/stabilisation des nanoparticules d'argent (HE, HS et CITR), Les résultats obtenus ont
montré des bandes enregistrées entre un intervalle de 3500 et 500 cm™ (Voir les figures 28,
29,30 et le tableau 6).

Les bandes intenses observees ont été comparées aux valeurs standard pour identifier
les groupements fonctionnels en suivant la méthode de Dominique Gennet & Christian Ley
(2004).
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La figure 28 représente le spectre infrarouge a transformée de fourrier des AgNPs
synthétisées par extrait hydro-éthanolique d’algue brune dans la gamme 500-3500 cm-1, ce
spectre révele des groupements fonctionnels tels que :
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Figure 28 : Le spectre infrarouge a transformée de fourrier des AgNPs synthétisées par

extrait hydro-éthanolique d algue brune

® Groupements N-H Groupements O-H ® Groupements N=0O Groupements C-O

® Groupements C-H ® Groupements C-C ® Des alcools et carbonyles

La figure 29 représente le spectre infrarouge a transformée de fourrier des AgNPs
synthétisées par extrait hydrosoluble d’algue brune dans la gamme 500-3500 cm™, ce spectre

révele des groupements fonctionnels tels que ;
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Figure 29: Le spectre infrarouge a transformée de fourrier des AgNPs synthétisées par extrait
hydrosoluble d’algue brune
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@ Groupements N-H Groupements O-H ® Groupements O-H et N-H
® Groupements C-H @ Groupements C-C ® Groupements N-H et C-N
® @ Alcools et carbonyles Groupements C-H aromatique

La figure 30 représente le spectre infrarouge a transformée de fourrier des AgNPs
synthétisées par citrate de sodium dans la gamme 500-3500 cm-1, ce spectre révele des
groupements fonctionnels tels que ;
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Figure 30 : Le spectre infrarouge a transformee de fourrier des AgNPs synthétisées par citrate de
sodium

e Groupement C- H de COH Groupements C=C aromatique ® AQ-O de I’oxyde

p. 39



Chapitre 111

Résultats & discussion

Tableau 6 : Représentation des groupements fonctionnels montrés sur la surface des AgNPs

bio et chimiquement synthétisées

Les groupements
fonctionnels

Références

AgNPs HE

AgNPs HS

AgNPs CITR

Selon Sankar Narayan

Sinha et ses collégues

(2015) que le pic était
de 2359 cm™!

2349 cm™?

2349 cm?

N-H

Selon Mubarak Ali et
ses collégues (2011)
le pic était de 3394
cm?

3287cm™?

3267 cm™

Selon Kumari Jyoti
(2015) le pic était de
2921 cm

2922 cm*

2920 cm*

2914 cm™

Selon Kumari Jyoti
(2015) montre que le
pic était de 1742 cm™

1724 cm™

1723 cm*

Kumari Jyoti (2015)
le pic était de 1377
cm?

1379cm?

Des carbonyles et
alcools

Selon I’étude de Raj
kuberan et ses
collaborateurs (2016)
le pic était de 1120
cm?

1129 cm™

1130 cm™

C-O aromatique

Selon Munesh Kumar
et ses collegues
(2017) dont le pic
était a 1053,43 cm

1050 cm™

C-N

Selon Dominique
Gennet & Christian
Ley (2004)

1454 -1043
cmt

C-H aromatique

Selon Tagkiran et ses
collaborateurs (2017)
le pic était a 660 cm*

659 cm™

C=C aromatique

Selon Dominique
Gennet & Christian
Ley (2004)

1454-1374
cmt

Ag-O de ’oxyde
d’argent

Selon Dominique
Gennet & Christian
Ley (2004)

534 cm™

L'étude spectroscopique FTIR a montré que les nanoparticules d’argent HS et HE ont

révélé un large spectre de groupements fonctionnels et qui pratiquement se ressemblent avec

quelques changements de la position et d’intensité des bandes de transmission et la disparition

ou I’apparition de quelques bandes, ces groupements ont la plus forte capacité a lier le métal de
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sorte que les protéines pourraient former un revétement recouvrant les nanoparticules
metalliques pour empécher I'agglomération des particules et se stabiliser dans le milieu
contrairement aux nanoparticules d’argent CITR qui ont montré qu’ils sont pauvres en
groupements fonctionnels alors que dans une étude similaire , des AgNPs synthétisées par
citrate de sodium ont montré qu’a leur surface aucun groupement fonctionnel n’a était trouvé
par analyse FTIR d’apres Shaik et al (2016). Ce qui nous méne a éviter leur utilisation pour
des applications biomédicales.

111.4 Evaluation de ’activité antibactérienne des nanoparticules d’argent Vis-a-vis
des souches Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae

L activité antibactérienne de nos échantillons, a été évaluée in vitro, par la méthode de
diffusion en milieu solide, vis a vis d’une souche bactérienne a Gram positif : Staphylococcus
aureus et trois souches bactériennes a Gram négatif : Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa et Enterobacter cloacae.

Cette méthode consiste a déposer des échantillons dans des puits sur un milieu nutritif
dans lequel une souche bactérienne a été inoculée. Elle permet de voir directement 1’effet
antibactérien de 1’échantillon par I’apparition d’un halo d’inhibition autour des puits de

I’échantillon.

Aprés 24h d’incubation, les zones d’inhibitions apparues sont mesurées et le tableau 8
représente les résultats dont les souches bactériennes Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa ont montré des valeurs intéressantes contrairement a Escherichia coli et

Enterobacter cloacae.

Tableau 8 : Zones d’inhibition (mm) de différentes AgNPs (HS, HE et CITR), AgNO; et Gentamicine
contre les quatre souches bactériennes (Gram + / Gram -) étudies :

AgNPs AgNO; | Gentamicine

Souche

bactérienne | S HS HE HE | CITR | CITR

1 2 1 2 1 2 1 mM 10 pg/ml
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/mli

E.coli 12+ (14 *+ |12+ |14 | * |14 | * |16 *+ |14 | * 20 +++
P.aeruginosa | 15 | ** [ 20 | *** [ 17 | ** |17 | ** |15 | *t |18 | *+ |16 | *t | 21 +++
S.aureus 11|+ [20 [+ |16 | ++ |18 | ++ | 19 | ++ | 20 | +++ | 19 | ++ | 23 +++
E.cloacae |10 | * |12 | + |12 | * |11 | * (12 |+ [12| * |12 | * 21 +++

L’échelle d’estimation de I’activité antimicrobienne est donnée par Ponce et al (2003) ;

I1s ont classé le diamétre des zones d’inhibition (D) de la croissance microbienne comme sulit :
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Non sensible (-) : D <8mm
Sensible (+) : 9<D < 14 mm
Trés sensible (++) : 15<D <19 mm

YV V VYV V

Extrémement sensible (+++) : D >20 mm

D'aprés I’évaluation de I’activité antibactérienne de nos échantillons des AgNPs, de
nitrate d’argent AgNO3z et d’antibiotique de référence la Gentamicine, nous avons observé que
les quatre souches bactériennes testées ont réagi difféeremment aux différents types de AgNPs
testées.
»  Evaluation de [’activité antibactérienne des AgNPs vis-a-vis de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus a montré une sensibilité vis-a-vis des deux concentrations (1 et
2 mg/ml) d’AgNPs HS testées avec des zones d’inhibition de 11 et 20 mm respectivement. La
valeur obtenue avec la dose de 2mg/ml est presque identique a celle d’AgNOz (19mm) mais

inférieure a celle du contrdle positif (Gentamicine) (23 mm).

Une sensibilité avec des zones d’inhibition de 16 et 18 mm a été observée avec 1 et 2
mg/ml d’AgNPs HE respectivement. La valeur obtenue avec la dose de 2mg/ml est presque
identique a celle d’AgNOz mais inférieure a celle obtenue avec I’ATB de référence la
Gentamicine. Ainsi qu’une sensibilité a été observée avec des zones d’inhibition de 18 et 20

mm avec 1 et 2 mg/ml d’AgNPs CITR respectivement et qui est presque identique a celle

d’AgNO3 et inférieure a celle de Gentamicine.

e . . 3 weA —
AgNPs HS e _,/_ AgNPs CITR

1imm <—»
lmg/ml

L z = —
AgNPs HE _ AeNPs CITR |
18mm ——»
2mg/ml

s // AgNO3
/ \
GENTA \ -

Figure 317 : Activité antibactérienne des AgNPs synthétisées vis-a-vis de Staphylococcus aureus
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»  Evaluation de [’activité antibactérienne des AgNPs vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa a montré une sensibilité avec des zones d’inhibition de 15 et
20 mm avec les deux concentrations 1 et 2 mg/ml d’AgNPs HS testées. Le diamétre de la zone
d’inhibition avec d’AgNOz (16mm) est presque identique a celui obtenu avec la dose de
1mg/ml. Alors que I’ATB de référence a montré une zone d’inhibition presque identique a celle

obtenue avec la dose de 2mg/ml (21mm).

Une sensibilité a éte observée vis-a-vis des deux concentrations (1 et 2 mg/ml) d’AgNPs
HE avec des zones d’inhibition de 17mm presque identique a celle obtenue avec AgNOs et

inférieure a celle obtenue avec la Gentamicine.

Une sensibilit¢ de Pseudomonas aeruginosa a été également observée vis-a-vis
d’AgNPs CITR a 1 et 2 mg/ml avec des zones d’inhibition de 15 et 18 mm respectivement.
Ces deux valeurs sont inférieures a celle obtenue avec la Gentamicine. La valeur obtenue avec

la dose de 1mg/ml est presque identique a celle obtenue avec AgNOa3.

/ 15mm <—p A\ / S
-

1mg/ml 17mm

AgNO3 GENTA | | AgNPs CITR
AgNPs HE EENTA

GENTA ~
D \ ) 4 ¢ | 15mm H
<_U> 7 N /

: 1mg/m
leglml P A P
= rsman T .

AgNPs HE AgNPs CITR -

17mm <—» /"’/ 18 mm € —»
[ I

S S——
—

20mm ¢——»
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2mg/ml | 2mg/ml
2mg/ml \

AgNO3 “ NO3
GENTA ‘ e
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Figure 32 : Activité antibactérienne des AgNPs synthétisées vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa

AgNO3 GENTA

»  FEvaluation de l’activité antibactérienne des AgNPs vis a vis de Escherichia Coli

Escherichia Coli a montré une sensibilité vis-a-vis des concentrations (1 et 2 mg/ml)
d’AgNPs HS, avec des zones d’inhibition respectivement de 12 et 14 mm. La valeur obtenue
avec la dose de 2mg/ml est similaire a celle obtenue avec AgNOs (14mm). Le diamétre de la
zone d’inhibition obtenue avec le contrble positif (Gentamicine) était de 20mm, supérieur aux

deux valeurs obtenues avec les deux doses d’AgNPs HS testées.
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Une sensibilité avec des zones d’inhibition de 12 et 14 mm a des concentrations de 1 et
2 mg/ml d’AgNPs HE a ¢été observée, similaire a celle d’AgNO3 et inférieure a celle de
Gentamicine ; Ainsi qu’une sensibilité a été observée vis-a-vis des concentrations 1 et 2 mg/ml
d’AgNPs CITR avec des zones d’inhibition de 14 et 16 mm. La valeur obtenue avec la dose
de 1 mg/ml est similaire a celle obtenue avec AgNO3 (14mm). L’ATB de référence a montré

une activité supérieure aux deux doses d’AgNPs CITR testées.
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img/ml 12mm <¢—p
lmg/ml ) 14mm ;
/ 1mg/ml’

>

"

AgNPs CITR

1' . ’ "
<—» GENTA / <—» AgNO3
AgNPs HS J/ >
. AgNPs CITR

g AgNPs HE 16mm

(l GENTA
/; \ -y =

<+—>» 14mm

2mg/ml <—» 14mm ¢—

2mg/ml

o \\' . AgNO3 2mg/! m.l/,.x

Figure 33 : Activité antibactérienne des AgNPs synthétisées vis-a-vis de Escherichia Coli

= Evaluation de I ’activité antibactérienne des AgNPs vis-a-vis de Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae a montré une sensibilité vis-a-vis des deux concentrations (1 et 2
mg/ml) d’AgNPs HS avec des zones d’inhibition respectivement de 10 et 12 mm. La valeur
obtenue avec la dose de 2 mg/ml est similaire a celle obtenue avec AQNO3 (12mm). L’ATB de

référence a montré une activité supérieure aux deux doses d’AgNPs HS testées (21mm).

Une sensibilité d’Enterobacter cloacae a été observée a 1 et 2 mg/ml d’AgNPs HE
avec des zones d’inhibition de 12 et 11 mm respectivement. Ces deux valeurs sont presque

similaires a celle obtenue avec AgNO3 et inférieures a celle de la Gentamicine.

Enterobacter cloacae a été également sensible vis-a-vis des deux concentrations (1 et
2 mg/ml) d’AgNPs CITR avec des zones d’inhibition de 12 mm et qui sont similaires a celle

d’AgNOs et inférieures a la Gentamicine.
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.Figure 34 : Activité antibactérienne des AgNPs synthétisées vis-a-vis de Enterobacter cloacae

Nous avons remarqué que les nanoparticules d’argent HS ont donné de bons résultats
contre les quatre souches et en particulier envers Pseudomonas aeruginosa (Gram-),
Staphylococcus aureus (Gram+) par rapport aux nanoparticules d’argent HE et CITR. Il
semble également que la concentration des nanoparticules d’argent testées joue un role
primordial dans I’activité antibactérienne car nous avons remarqué qu’en augmentant la

concentration d’AgNPs, la zone d’inhibition augmentait en retour.

Plusieurs travaux antérieurs réalisés sur I’activité antibactérienne des nanoparticules
d’argent biosynthétisées a I’aide d’extrait de plantes et d’algues ont mené a des résultats qui
concordent avec notre étude. Selon Krishna Gudikandula et Singara Charya Maringanti (2016),
I'activité antibactérienne la plus élevée des nanoparticules a été observée contre E. coli et S.
aureus suivis de B. subtilis et K. pneumonia aussi bien pour les AgNPs biosynthétisées que

celles synthétisées par voie chimique.

Behravan et ses collaborateurs (2019) ont synthétisé des nanoparticules d'argent a I’aide
d'extrait aqueux de feuilles et de racines de Berberis vulgaris et d’aprés cette €étude, ces

nanoparticules d’argent ont présenté une activité tres élevée contre les bactéries a Gram positif.
p g p p

Prakash et ses collaborateurs (2020) ont synthétisé des nanoparticules d’argent a 1’aide
d’extrait d’algue brune Padina sp, I’activité antibactérienne la plus élevées a été observée contre

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.
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Murugesan et ses collegues (2017) ont testé des nanoparticules d'argent synthétisées a
partir de I’extrait 1’algue S. fusiformi vis a vis des différentes bactéries dont E. coli et K.

pneumonia ont montré une inhibition imposante par rapport a S. aureus et P. aeruginosa.

Selon I’étude réalisée par Alfuraydi et ces collaborateurs en 2019 et Maghimaa &
Alharbi en 2020, les ions d’argent (Ag*) sont des agents antimicrobiens responsables de la

perturbation de la membrane externe de la cellule cible.

Et d’aprés 1’étude de Judith Vijaya et ces collaborateurs (2017), la taille des

nanoparticules semble jouer aussi un r6le important dans le mécanisme d'action antibactérien.

En raison de leur grande surface, Manikprabhu et ces collaborateurs (2016), ont suggeéré
que les AgNPs se fixent aux membranes cellulaires et pénetrent facilement dans les bactéries,

causant ainsi des dommages au niveau de la membrane cellulaire.

Les données obtenues par cette évaluation d’activité antibactérienne des AgNPs
synthétisées contre les souches bactériennes étudiées, nous ont montré que dans les genérations
a venir, les nanoparticules d'argent seront utilisées comme un outil potentiel pour lutter contre

l'augmentation rapide de la résistance aux antibiotiques.
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Conclusion générale

L’objectif de ce travail était de réaliser deux synthéses d’ AgNPs dont I'une est biologique
dites verte (utilisant des algues brunes) et une synthése chimique utilisant le citrate de sodium
comme agent réducteur et de comparer entre leurs propriétés physico-chimiques ainsi que

d’évaluer leurs activités antibactériennes.

Dans cette étude, nous avons démontré que I’extrait d’algue brune utilisé est un bon agent
réducteur riche en composés qui agissent sur la réduction du nitrate d’argent pour 1I’obtention

des nanoparticules d’argent comme observé dans notre expérience.

La caractérisation des nanoparticules d’argent bio et chimiquement synthétisées a été
réalisée par plusieurs techniques d’analyses physico-chimiques, le changement de couleur en
brun jaunatre observé apres réduction par I’extrait hydrosoluble et hydro éthanolique d’algue
brune et en gris verdatre par citrate de sodium est le premier indicateur de la formation des
AgNPs. Cette derniere a été confirmée par UV-visible en représentant des pics d’absorption de
420 et 390 nm par les AgNPs HS et HE respectivement et un pic de 425 nm par les AgNPs
CITR .La forme sphérique commune des nanoparticules d’argent était confirmee par analyse
MEB et leur composition chimique a été validée par FTIR dont elle a démontreé cinq pics de
groupements similaires et d’autres différentes représentée a la surface des nanoparticules
d’argent HS et HE par contre trois pics différents se sont retrouvés a la surface des
nanoparticules d’argent CITR, une information a prendre en considération lors des applications
biomédicales. La distribution de taille des nanoparticules et la charge de la surface des AgNPs
ont été déterminés a 1’aide de DLS et Potentiel Zeta respectivement en démontrant de différents
pics de distribution de charge globale selon le type des nanoparticules analysé avec une bonne
distribution chez les AgNPs hydro éthanoliques de 174,5 nm et une bonne stabilité de -38,5 mV
chez les AgNPs hydrosolubles , ce qui explique I’efficacité de la synthése biologique par
rapport a la synthése chimique .Les AgNPs ont montré une activité antibactérienne potentielle
contre les agents pathogenes humains étudiés : E. coli, S. aureus, E.cloacae , P. aeruginosa et
E. cloacae avec des zones d’inhibition significatives dont nous avons obtenu des valeurs tres
élevées vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa (Gram-) et Staphylococcus aureus (Gram+) par les
nanoparticules d’argent hydrosolubles, on tire information que la synthése biologique donne
une activité antibactérienne efficace par rapport a la synthése chimique ce qu’il nous incite a

éviter I’utilisation de son effet bactéricide moyen.
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Les perspectives d’avenir de cette recherche seraient :

* La production a grande échelle d’AgNPs utilisant I’extrait de cette algue brune et la

vérification de son efficacité contre un large spectre de population microbienne.

* Une étude comparative entre l’utilisation de 1'or et I’argent en synthétisant des
nanoparticules d’argent et d’autres d’or par la synthése verte.

* Une étude sur Dactivité antioxydante et 1’activité anticancéreuse des AgNPs
biosynthétisées.

» Un profil de TEM serait un plus dans notre travail pour I’obtention de la taille exacte
des particules ainsi qu’un profil de DRX afin d’identifier le ou les composés cristallisés
présents dans les AgNPs synthétisées.

«  Une modification de surface des AgNPs par des biomolécules pour but de diagnostic ou
de thérapie.

« Reéaliser une application biomédicale de diagnostic ou de thérapie par des AgNPs
biosynthétisées qui sera bénéfique pour la santé¢ humaine a I’échelle mondiale.

p. 49
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Photos réélle des deux extraits d’algue brune ( hydrosoluble / hydréthanolique)

Annexe 02

Photo réelle de dispositif de filtration

Annexe 03

Nitrate d’argent Alcool Ethanol Citrate de sodium

Photos réelles des produits chimiques utilises
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Annexe 05

Appareil de DLS

Photo réelle de la poudre d’algue brune utilisé

Centrifugeuse

Votrex

Etuve




3
A
I
i
g
4

FTIR Sonde de sonification UV Visible

Photos réelles du matériel utilisés

Annexe 06

E. cloacae

P. aeruginosa

Photos réelles de repiquage des souches bactériennes étudiées

Annexe 07

Photo réelle de I’aspect de la poudre des AgNPs obtenues



