) Ada) jRagal) Aoy 30 Jad) Ay sganl)
République Algérienne Démocratique et Populaire
(ralsdl Gl g Mal) aeil) 3 )59

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la

Recherche Scientifique Lretre o Mot o
1540 daals

Université Blida 1

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département de Biotechnologies

Mémoire
En vue de |’obtention du Dipléme d'un Master Académique
Option

Biotechnologie et Pathologie Moléculaire

Theme

Synthése de I’argent colloidal par procédé biologique : caractérisation et

applications pharmacologiques

Présenté par : BETTAHER sabrina & DEMERDJI hayet

Devant le Jury :

Mme CHELGHOUM H. Maitre de Conférences Université Blida1l Présidente

Mme LOUNACI L. Maitre de Conférences Université Blidal Examinatrice
Mme CHEMAT Z. Professeur Université Blida1l Promotrice
M. BOUKHATEM M.N. Professeur Université Blida1l co-Promoteur

Session 2020/ 2021




Remerciements

Nous remercions ALLAH le tout puissant d’avoir nous donner le courage,

la volonté et la patience de mener a terme le présent travail.

Nos remerciements vont également, a Mme Chelghoum d’avoir accepté de

présider le jury de notre soutenance.

Nous sommes également reconnaissants de Mme Lounici d’avoir accepté

d’examiner ce travaill.

Nous tenons a remercier notre généreuse promotrice Mme Chemat pour leurs
conseils judicieux, et leur soutien tout au long de la réalisation de ce memoire:

Merci.
Nos remerciements a notre Co-promoteur Mr Boukhatem pour son soutien.

Nous tenons a remercier Madame Moumen pour nous soutenir et nous aider

pendant toute la durée de stage.

Enfin, nous remercions tous les enseignants qui ont contribué a notre

Formation.

Merci a tous ceux et celles qui nous aidés et encouragés de pres ou de loin.



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail accompagné avec un profond amour

» A la meilleure maman du monde, pour son amour, Sson
encouragement et sa confiance.

% A mon Pére, mon support dans ma vie, qui m'a appris m'a supporté
et m'a dirige.

% A mon cher frére WALID, pour [’encouragement

% A ma meilleure amie de ['enfance SARA pour le soutien,
[’encouragement, l’énergie positive

% A mes amies fideéles YASMINE, RADIA, FATIMA ZOHRA qui
m’a toujours soutenu.

% A mon bindme généreuse SABRINA pour sa patience et pour son
grand cceur

% A tous mes collégues de la promotion de biotechnologie et

pathologie moléculaire 2021

A tous ceux qui me sont chers et j'ai omis de les citer dans ces

dedicaces.

Merci d'étre toujours la pour moi

-Hayet



Dédicaces
Je dédie ce travail a :

s Ma chere maman KHEIRA : la personne la plus chere a mon ceeur, que
Dieu la guérisse et la protege pour moi, elle a été et est toujours un
soutien pour moi depuis le premier pas que j'ai fait.

% A mon cher pere : TAIBOUNI que Dieu te protége et te garde.

s A mes sceurs FATIMA (tonton) et SAMIA et leurs enfants : DIKRA
LINA, ISAAK, SOUJOUD ET SANED.

A mes chers freres : REDHOUANE, HASSAN et MOUSSA et mon cher
oncle RABEH

s Et je n'oublierai jamais mon binome : HAYET, qui a travaille dur pour
que ce travail soit parfait (Merci Hayet)

s A mes chers amis : SAMIRA (le lapin) et ILHAM (celle avec le plus haut
record d'absences), FADOUA, LAMIA, MERIEM, HAKIMA ET
KHOULA Merci beaucoup pour le temps que j'ai passé avec vous.

Je voudrais aussi me remercier car j'ai cru en moi et j'ai obtenu ce que je

voulais.

418 LS jloa Lk | oS fdan 4l dasls

-Sabrina



Table des matiéres

Remerciements
Dédicaces

Liste des figures
Liste des tableaux

Liste des abréviations

Résumé
Abstract
uadle
INtrodUCHION ...t e |
Chapitre I : Rappel BIBLIOGRAPHIQUE
GENETANITE ...ttt nre e 4
1. Description de la nanotechnologie...............ccooiiiiiiiiiiiiiie 4
2. Description des nanoparticules (NP)...........cooiviiiiiiiiiiiii e, 4
2.1 Origine des Nanoparticules. .........ooeveiiriitii i, 5
Largent collofdal ..........ccoooiiiiiie e 5
1.1. LaMOIECUIE A’ArgENT ...ocveeeieceee et 5
1.2, LeS COIOTARS ....cveiiiiiiieieeee s 6
1.3. La stabilité colloidale ...........cccooieiieiiieece e 6
1.4. Largent colloidal ..........ccoiieiiiiiiii 6
1.5. Nanoparticules d’argent ...........ccoceerieeiiiieiie e .6

2. Popriétés des NANOPArtICUIES ........ccocvvieiierieiiere e 7



1) Propri€teS OPtIGUE. ....vetitit et ettt et et eeee e e ee e, 7

2) Propriétés StrUCIUEIIE........ccveiuieeciece e 7

3. Approches de synthese des nanoparticules..................cceiieiniiiiiiiiiennn8

3.1. Approche "top dOWn" ... ..ot 8
3.2. Approche "Bottom -up" ... 9
3.3. Méthode de synthese verte des nanoparticules...................cooveiiinnnn 9

4. Les facteurs influencent sur la formation des AgNPS .........ccccevvvevciieinnen, 11

I I (=Y 0 10 1=T = (0] (USRS 11

B2, LE PH oo 12

L T I (=] 1 0 0SSP OURRPRPI 12

4.4. La concentration d’extrait VEZEtal..........ccoccevvriiiiiiiiien e 12
5. Les activités biologiques des nanoparticules d’argent............cccoeeverieennnnns 13
5.1. Activité antimicrobienNNe .........cccov e 13
5.2, ACtiVIté anti-OXYdaNte ..........ccoeiiiiiieiiiecee e 14
5.2.1. Stress OXYatif .......ccvveiieiieiic s 14
5.3, ACHVITE ANTIVIFAl.......ooiiiiiiecce e 15
5.4. ACtiVité antifoNgiQUE.........coevvviieii e 15
5.5. ACHIVITE ANTICANCEIBUSE. ....eeiviiieeiieriesieeiesee e sree e ste e sreeee e ee e seeanes 16
6. Les bienfaits d'argent colloidal ... 17
7. Effets toxiques des nanoparticules d’argent ..............c.oovviiiiiiiiiiiiinnn.. 17
7.1. Mécanisme de toxicité des nanoparticules d’argent............................ 18

8. Les applications des nanoparticules d’argent ...........cccoceevveeneeniieniee e 19



9. Monographie du plante étudiéé :Origanum vulgare L..........cccccoeeeveeieennene, 21

9.1. Description botanique d’Origanum vulgare L............cccoevvvivieiieiieeineeen, 21
9.2. Classification botanique d’Origanum vulgare L ........ccccooveviiiiiiiniinnnns 21
9.3. La dénominisation vernaculaire d'Origan.................ccoeiiiiiiiinnne, 22

Chapitre 11 : Materiel et méthodes

L OBl . e 24
N 1T o (=] =T TSR 24
. MALEIIES ..o, 24
3.1 Matériel ChIMIQUE. ... e 24
3.2. Materiel biologique. ........c.oviiiii 25

A, MOAE OPETALOITE . .veietteett ettt et e e et et et e et e e eaeae e eneans 27
1) Préparation d'extrait aqueux de plante..............ccoeeviiiiiiiiiiiiiiiieinn, 27
2) Biosynthése des nanoparticules d'argent.................coviiiiiiii i, 27

3) CaraCterISALION. ...t eiees ettt et et et et e e e e e 27
4) Evaluation d'activité antimiCrobienne. .............c.ovuvviiiiiinieeiiienieennn, 28

5) Contrdle de qualité microbienne de la créme dermique........................... 31

Chapitre 111 : Résultats et discussion
1. changement de couleur de la solution... ..., 37
P O 1 T (<] 7 14 o) s D P 37

3. ACHIVITE ANtIMICTODIENNE. ..ottt ettt e 39



5. Discussion

4. Controle de qualité microbien ne de la creme dermique invitro .................41
................................................................................. 44

V. Conclusion générale ....... ...t 50
Références bibliographiques. ... 53



Liste des figures

Figure 01 : Echelle NanOmEtriqUe. ... .......eeeeeeeee et e, 4
FIQUIE 02 & L argent. .. ettt e e e e e 5
Figure 03 : Approche Top-Down ou Descendante..............c.o.ovviiiniiniiiiiiiiiiieaiannns, 8
Figure 04 : Approche Bottom-up ou ascendante...............oevueuiiirinininieniniiienineaienanans 9
Figure 05 : Récapitulation de différentes sources de biosynthése des AgNPs................... 11
Figure06 : Effet de la température sur la biosynthése des AgNPs............coooviiiiiiiiiinn, 12
Figure 07 : Mécanisme d’action des AgNPs dans la cellule bactérienne......................... 14
Figure 08 : Mécanisme antivirale des nanoparticules d’argent....................cooeeiviinnnn.. 15
Figure 09 : Mécanisme de cytotoxicité des AgQNPs dans la cellule cancéreuse.................. 16

Figurel0 : Voies d'exposition aux nanoparticules, les organes affectés et les maladies
T o (o o T 18

Figure 11: Mécanisme de cytoxicité des nanoparticules d'argent a l'intérieur d'une cellule...19

Figure 12: Applications des nanoparticules d'argent. ...........cocoeeevirienienenieneeiesceneeeenene 20
Figure 13 : Photographie d’Origan..........c.ccveieiieiicie et 21
Figure 14 : OriganumVUIgAIe L.........c.ccioieiiiii et 21
Figure 15 : Photographie de la solution de nitrate d'argent.................cooeieiiiniieinnnnn.. 25
Figure 16: Ensemencement de la suspension sur la gare a 1’aide d’écouvillon .................. 29
Figure 17 : Application de disque d’antibiotique sur 1a g€loSe ...........ccceoiniiiiininiininnicienns 30
Figure 18 : Régle graduée en millimeétre (Vernier Caliper)...........cccoeuveviniiniininininanen.. 31
Figure 19 : Préparation des dilutions 1/10...........c.oeuiiiiiiiiiiii e 33
Figure 20: Ensemencement en profondeur.............ooooviiiiiiiiiiiii i 33
Figure 21 : Dépot de 4 gouttes de la solution sur le milieu de culture............................ 34

Figure 22: Méthodologie d’évaluation de la qualité microbiologique de la formulation dermo-

cosmeétique Semi-SOlIdE PrePArEe ........c.ouiririi e 35
Figure 23: MEIANGE A t= 0 ..oeei e e 37
Figure 24 : Mélange apres 20MiN. .. ....ouieininit ettt et e aeaeeaen 37

Figure 25: Spectre UV-vis des nanoparticules d’argent synthétisé a partir d’extrait d’OV-



Figure 27 : Potentiel zéta de la solution d’argent colloidal......................coooiiiiiiiin 39
Figure 28 : Résultats d’antibiogramme de la solution d’argent colloidal sur le milieu MH et

Sabouraud. (a) B. subtilis, (b) C. albicans, (c) E-coli, (d) P. aeruginosa, (e) A. brasiliensis, (f)

T 111D 41
Figure 29 : Créme dermique a base d’extrait aqueux d’OV-AgNPs............ccoviiiiiininnn. 41
Figure 30 : Résultats des dilutions ............oviiitiiniit i e e 42
Figure 31 : Absence de StaphylOCOCCUS QUIUS. ..........ooviniiriiii e, 42

Figure 32 : Résultats de test de contrdle de qualité microbienne dans le milieu TGEA et
Cetrimide avec 185 3 dilutionS. ......o.vetii e 42
Figure 33: Méthode de rédUction............oeiniiriit it e 45

Figure 34 : Mécanisme d’action des AgNPs dans la cellule bactérienne......................... 46



Liste des tableaux

Tableau 01: Les différentes méthodes de synthése verte des NPs d’argent a partir des extraits

AQUEUX dES PLaANtES. ...ttt e 10

Tableau 02 : Les souches bactériennes et mycéliennes utilisées dans le screening antibactérien

ELANTITONQIQUE 172 VEITFO .o e e 25
Tableau 03 : Screening antibactérien de la solution d’argent colloidal in vitro ................ 40
Tableau 04 : Screening antibactérien de la solution d’argent colloidal in vitro................. 40
Tableau 05 : Résultats de la creme dermo-cosmétique. .........oovveviniiiniiiiiiienennn, 42

Tableau 06 : La comparaison entre les résultats de la biosynthése d’Ag NPs................... 47



La liste d*abréviation

Ag : Argent

AgNPs : Nanoparticules d'argent

AgNO3 : Nitrate d’argent

ATCC : American Type Culture Collection
Au : Or

DLS : Diffusion dynamique de la lumiére
MH: Muller Hinton

MIT: Massachusetts Institute of Technology
MNP : Nanoparticules métalliques

NO : Monoxyde d'azote

NP : Nanoparticules

OGA : oxytétracycline gélose agar

OV: Origanum vulgare L

Pd: Plomb

Pt : platine

SDA : Sabouraud Dextrose Agar

SOD : Superoxyde dismutase

SRP : Résonance plasmonique de surface
STM: Scanning Tunneling Microscope
TGEA: Gélose Tryptone Glucose Extract

UV : ultra-violet



Résumé

L’argent colloidal ou la suspension de nanoparticule d’argent est considéré comme un sujet
d’actualité. Les extraits de plantes servent d'agents réducteurs et sont donc couramment utilisés
pour la génération de nanoparticules d’argent. La synthése verte des AgNPSs est une technique
verte, écologique et rentable qui offre une alternative nouvelle et potentielle aux NPs synthétisées
chimiquement, diminuant l'utilisation de produits chimiques dangereux et toxiques et protégeant
I'environnement. Des AgNPs ont été biosynthétisés a partir d'extraits aqueux de feuilles d'O.
vulgare L dans des conditions de lumiére et de température 60°C. L Origanum vulgare L est un
sous-arbrisseau vivace de 30 a 80 cm de hauteur a tiges dressées, portes des feuilles opposeées,
assez petites, généralement ovales avec une pointe émoussée, fortement aromatique. C'est une
herbe tres commune distribuée en Europe, en Afrique du Nord, en Amérique et en Asie.
Caractérisée par plusieurs propriétés; sédatives, expectorantes, carminatives...etc, son
dénomination vernaculaire en anglais est oregano, et en arabe c’est zaatar. Les AgNPs produite
ont été caractérisées par UV-vis, DLS et potentiel zéta. Les activités antibactériennes des AgNPs
ont été déterminées selon des méthodes appropriées. Les résultats ont révélés que I'énergie des
photons était nécessaire pour réduire Ag* en AgP. lls ont indiqué que les extraits d'O. vulgare L-
AgNPs présentait une bonne activité antibactérienne contre les souches a Gram négative ont
montrés une sensibilité plus élevée aux AgNPs par rapport aux souches a Gram positif. Ainsi, les
AgNPs synthétisées par I'extrait d'Origanum peuvent étre recommandées comme agents
antibactériens efficaces alternatifs, mais leur activité dépendait des especes et des souches
bactériennes. La formule galénique a base d’Origanum vulgare L-AgNPs a été testé par controle
de qualité microbienne pour vérifier la capacité de répondre aux exigences microbiologiques.

Les résultats obtenus ont révelé que la creme dermique est conforme.

Mot clés : Argent colloidal, suspension de nanoparticule d’argent, AgNPs, synthése verte, la

biosynthese, Origanum vulgare L- AgNPs



Abstract

Colloidal silver or silver nanoparticle suspension is considered a hot topic. Plant extracts serve
as reducing agents and are therefore commonly used for the generation of silver nanoparticles.
Green synthesis of AgNPs is an environmentally friendly and cost-effective technique that
offers a new and potential alternative to chemically synthesized NPs, decreasing the use of
dangerous and toxic and protected chemicals. AgQNPs have been biosynthesized from aqueous
extracts of O. vulgare L under light and temperature conditions 60 ° C. Origanum vulgare L is
a perennial sub-shrub 30 to 80 cm tall with erect stems, with opposite leaves, quite small,
usually oval with a rounded tip, strongly aromatic. It is a very common herb distributed in
Europe, North Africa, America and Asia. Characterized by several properties; sedatives,
expectorants, carminatives.

The AgNPs produced were characterized by UV-vis, DLS and zeta potential. The antibacterial
activities of AgNPs were determined according to suitable methods. The results revealed that
photon energy was needed to reduce Ag* to AgP. They indicated that the extracts of O. vulgare
L-AgNPs exhibited good antibacterial activity against Gram negative strains showed higher
sensitivity to AgNPs compared to Gram positive strains. This, AgNPs synthesized by Origanum
extract can be recommended as effective alternative antibacterial agents, but their activity
depended on bacterial species and strains. The Galenic formulation based on Origanum vulgare
L-AgNPs has been tested by microbial quality control to verify the ability to respond to

microbiological requirements. The results obtained revealed that the dermal cream is compliant.

Keywords: Colloidal silver, silver nanoparticle suspension, AgNPs, green synthesis,
biosynthesis, Origanum vulgare L- AgNPs.
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Introduction

De nos jours, I’apparition de la nanoscience et la nanotechnologie représente 1’un des
développements les plus prometteurs des sciences de la matiére (Metiaz et Boudiba,2020),
elles s’intéressent a la conception, la caractérisation, la production et I’application de
matériaux et de produits obtenus par un contrdle de la structure, de la forme et de la taille a
I’échelle nanométrique de dimension qui varie entre 1 & 100 nm. Ces nanoparticules
présentent une large classe de matériaux qui possédent des nouvelles propriétés physico-
chimique plus avantageuses et uniques (Ramsden,2005), ces nanomateriaux sont formés

naturellement ainsi que par des processus artificiels (Sharma et al.,2015).

Actuellement, les nanoparticules métalliques connaissent un regain d’intérét, avec un retour
en force, sous forme de nanoparticules comme 1’argent colloidal (Bouhalal.,2018). La
synthése de nanomatériaux peut impliquer diverses voies, notamment des approches

physiques, chimiques et biologiques.

De nombreux efforts ont été consacrés a la biosynthése des matériaux inorganiques, en
particulier des NPs métalliques a 1’aide de micro-organisme telles que « les bactéries, les
champignons, les levures », des extraits aqueux des plantes (I’ail, lavande, 1’ortie, citron,
origan ...etc). Les NP d’argent synthétisées par la chimie verte offrent une alternative
nouvelle et potentielle aux nanoparticules synthétise chimiquement (Roy et al., 2019) ceci
conduit généralement a la formation des NPs cristallines avec une variété des formes et des
tailles. Ces caractéristiques dépendantes des parametres du processus tels que la nature
d’extrait végétal, pH, la température et le temps de réaction (Metiaz et Boudiba, 2020), de
nos jours, les nanoparticules métalliques ont des utilisations variées pour différentes
applications médicales (textiles médicaux,...etc), pharmaceutiques (des crémes, gels,
complément alimentaires...etc) et agricoles (pesticides) (Castillo-Henriquez et al.,2020),
grace a leurs propriétés physiques et optiques discretes et une fonctionnalité biochimique
adaptée par des AgNPs de taille et de forme variée (Lee et Jun,2019).

Dans ce contexte, a donc pour objectif de synthétiser une solution d’argent colloidal a
partir d’extrait d’Origan ensuite, faire une caracterisation de ces NPs par UV visible, DLS et

potentiel zéta. A la fin faire une formulation d’une préparation pharmaceutique.

Ce mémoire se décompose en trois chapitres, dont Le premier chapitre qui présente une

étude bibliographique sur : description de la nanotechnologie, description des nanoparticules,
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L’origine de nanoparticule, les colloides, I’argent colloidal, les nanoparticules d’argent,
propriétés de NP d’argent, les approches de synthése des nanoparticules, les facteurs
influencent sur la formation des AgNPs, les activités biologiques d’argent colloidal, les
bienfaits d'argent colloidal, effets toxiques, mecanisme de toxicité, les applications de
nanoparticule, les techniques de caractérisation.

Le deuxiéme chapitre présentera 1’approche que nous avons développée pour synthétiser des
nanoparticules d’argent de tailles et de cristallinité contrélées. Elle repose la synthése verte
des nanoparticules a partir d’extrait aqueux d’Origan, ainsi que les évaluations
antimicrobienne et antifongique de solution d’argent colloidal préparée, puis 1’utilisation de
diverses techniques instrumentales utilisées pour la caractérisation de suspensions de
nanoparticules métalliques. Apres la préparation pharmaceutique a partir d’un argent
colloidal.

Le troisiéme chapitre présente les résultats obtenus au cours de ce travail avec une discussion
en fonction de différents parameétres expérimentaux intervenants dans la synthese et les
conclusions marquantes.

Enfin, nous concluons sur les principaux résultats significatifs marquants au cours de ce
travail de mémoire et nous proposons des perspectives mises en relief afin de résumer

I’originalité et I’intérét du travail effectué.



Synthese
BIBLIOGRAPHIQUE



Chapitre 1 Synthése Bibliographique

. Généralité :
1. Description de la nanotechnologie :
Nanotechnologie est un domaine scientifigue émergeant qui implique l'ingénierie de
particules nanomeétriques de divers materiaux (Khare et al.,2014). Il traite I’étude de structure
extrémement minuscules de 1 a 100 nm (Figure 01) (Rajoriya, 2017). La petite taille,
I’adaptabilité de la surface, la solubilité améliorée et la multifonctionnalité des nanoparticules
ouvrent de nombreuses nouvelles voies de recherche pour les biologistes. L’utilisation de la
nanotechnologie peut étre classée par application, dans laquelle les nanocomposants
améliorent les performances dans des domaines trés différents (Mazzola, 2003). Telles que
les services biomédicaux, les cosmétiques, la délivrance de géne de médicaments, Les soins
de santé (Rajoriya, 2017), donc la nanotechnologie est considérée comme un domaine de la

science qui combine la biologie, la chimie et la physique (Manukumar et al., 2020).

Les frontiéres du nanomonde
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Figure 01 : Echelle nanométrique (Jtremoulet, 2018).

2. Description des nanoparticules (NP) :

Une nanoparticule (nano-objet) est définie comme étant une particule dont au moins une
direction de I’espace a une dimension inférieure a 100 nm, la particularité¢ des nanoparticules
réside dans le fait que la majorité des atomes qui la constituent se trouve en surface, cela
confeére a la nanoparticule une surface d’échanges trés importante résultant dans les propriétés
physiques et chimiques particuliéres (Lanone et al., 2010). De nos jours, les NP fabriqués a
partir de metaux nobles, en particulier Ag, Au, Pd et Pt sont les plus efficacement étudies
(Rajoriya,2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/nanotechnology

Chapitre 1 Synthése Bibliographique

2.1. Origine des nanoparticules :

» Les nanoparticules naturelles : Présentes dans 1’environnement, sont produites par les
intempéries (Heiligtag et al., 2013), les éruptions volcaniques (Heiligtag et al.,2013),
les incendies, sel de mer, les virus, les poussiéres végétales (Mérat-Tagnard et
al.,2008).

» Les nanoparticules accidentelles : qui sont forment involontairement au cours des
activités humaines telle que les feux de bois (Boczkowski et Lanone, 2010).

» Les nanoparticules artificielles : produites par I’homme de facon non intentionnelle
(les particules ultra fines de la pollution, émission diesel, les fumées de soudures, etc.)
(Boczkowski et Lanone, 2010).

Il.  L’argent colloidal :
1.1.Molécule d’argent :

L’argent ou argent métal est un élément chimique de symbole Ag et de numéro atomique 47,
la masse atomique : 107,87g/mol (Yann, 2018), le point de fusion de I’argent est de 961,8°C
(1763,2°F) et son point d’ébullition est d’environ 2162 (3924°F), sa densité est 10,49g/cm3
(Learning Chemistry, 2020). L’argent fait partic des métaux dits précieux. En raison de sa
rareté relative, de sa ductilité, sa résistance a 1’oxydation atmosphérique (Britannica, 2020),
de sa malléabilité a température ambiante, il est apprécié a 1’état solide pour son éclat blanc
gris brillant (voir figure 02). Ce métal possede une excellente conductivité électrique et
thermique, ce qui explique son usage dans des applications électroniques, électriques :
connections des interrupteurs, disjoncteurs, etc. et pour la décoration : paillettes rajoutées a

des vernis pour faire scintiller des objets décoratifs (bricoleurdudimanche, 2006).

Figure 02 : L'argent (Anthony, 2017)
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1.2. Les colloides :

Le terme « colloide » a été employé pour la 1% fois par Thomas Grahm en 1861. Il désigne
une substance composee des particules ultra fines (les nanoparticules) suspendues dans un
milieu différent. Ces particules peuvent étre gazeuses, liquides ou solides. Le milieu peut lui
aussi étre gazeux, liquide ou solide. Les colloides ont de nombreuses formes : des particules
liquides ou solides suspendues dans un milieu liquide constituent une émulsion (lait, latex,
huile dans de I'eau...) ; des particules liquides suspendues dans un milieu gazeux forment un
brouillard ; des particules solides en suspension dans un milieu gazeux forment une fumée.
Pour pouvoir étre utilisés par I'organisme, les nutriments doivent passer de I'état cristallin a
I'état colloidal (Goldman, 2004). La taille de ces particules colloidales est comprise entre
Inm-1pum est une taille intermédiaire entre la taille des ions et petites molécules et celles des
Particules macroscopiques (Harmand, 1996). Un vrai colloide est trés stable et a une durée

de vie de plusieurs années (Bouhlal, 2018).
1.3. La stabilité colloidale :

La stabilité des particules colloidales dépend a des interactions de ces particules avec la
solution par des interactions électrostatiques (El Badawy et al., 2012), (par ionisation
entrainant 1’apparition d’une charge de surface de particule (Ballottin et al.,2016). Celles-ci
se repoussent mutuellement et demeurent ainsi dispersées, et d’autre solutions ont besoin d’un

agent stabilisant (gélatine, amidon, etc.) (Goldman, 2004).
1.4. L’argent colloidal :

L’argent colloidal est un type de colloide consistant en minuscules particules d’argent
chargées ¢électriquement et en suspension dans 1’eau déminéralisée, du fait de leur charge se
repoussant mutuellement. La plupart des solutions dites « argent colloidal » sont composeés a
la fois d’ions d’argent et des particules d’argent colloidales (Perros, 2011), c’est-a-dire en
suspension dans une solution aqueuse (Dasinieres, 2019). L’argent colloidal ne se dissout pas

dans I’eau, mais diffuse uniformément dans la solution (Bouhlal, 2018).

1.5. Nanoparticules d’argent :
Les nanoparticules d’argent (AgNPs) représentent I’'une des catégories de nanomatériaux les
plus explorées pour les biomatériaux et les biotechnologies nouvelles et améliorés avec une

utilisation impressionnant dans 1’industrie pharmaceutique et cosmétique, la thérapie anti
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infectieuse, soin de plaies, etc. L’intérét particulier des AgNPs dans les applications
biomédicales repose principalement sur leurs propriétés antimicrobiennes excellentes et
étendues, leurs resistances anti-pathogene et leurs efficacités impressionnantes contre les
micro-organismes multi-résistants (Gherassimov et al., 2020). L’argent sous forme colloidale
(suspensions de nanoparticules d’argent) était capable d’initier certaines enzymes et guérir
certaines pathologies telles des inflammations, problémes de peau, ou infection bactérienne.
Toutefois, certaines personnes promettent un grand avenir a I’argent colloidal, qui serait plus

efficace que les antibiotiques actuels (Piard et al.,2016).

2. Propriétés des nanoparticules d’argent :

1) Propriétés optique :
Les nanoparticules sont dans le régime de taille ou la fraction de lumiere qui est diffusée ou
absorbée peut varier considérablement en fonction du diamétre des particules. Leur forte
interaction avec la lumiére se produit parce que les électrons de conduction sur la surface
métallique subissent une oscillation collective lorsqu'ils sont excités par la lumiére a des
longueurs d'onde spécifiques, Cette oscillation est connue sous le nom de résonance
plasmonique de surface (SPR) (Nanocomposix, 2016).

2) Propriétés structurelle :
La grande surface spécifique des nanoparticules est une propriété importante lie a la
réactivité, la solubilité, la performance de frittage, etc. et est également liée au transfert de
masse et de chaleur entre les particules et leur environnement. En outre, la structure cristalline
des particules peut changer avec la taille des particules dans la gamme nanométrique dans de
nombreux cas. Ceci est attribué a la force de compression exercée sur les particules en raison
de la tension superficielle de la particule elle-méme. La taille critique des particules de la

structure cristalline et I'effet de la taille différent avec les matériaux (Guerricha, 2018).

3) Propriétés électromagnétique :

Les propriétés electromagnétiques des nanoparticules sont définies par les atomes et les
molécules des matériaux ou, plus précisement, par la maniére dont leurs électrons
interagissent avec les ondes électromagnétiques (Elseiver,2018). En ce qui concerne la
propriété magnétique, les fines particules ferromagnétiques ont une seule structure de
domaine magnétique car elles deviennent tres petites, de 1'ordre de moins de 1pum environ, et
présentent une propriété super-paramagnétique lorsqu'elles sont plus fines. La propriéeté

magnétique des nanoparticules peut également étre désavantageuse dans certaines
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situations. Par exemple, les matériaux ferroélectriques inférieurs a 10 nm peuvent changer
leur direction de magnétisation en utilisant I'énergie thermique a température ambiante.
(Kate, 2004).

3. Approches de synthese des nanoparticules :
Depuis une vingtaine d’années, les procédés de fabrication des nanoparticules d’argent se sont
multipliés. Il existe aujourd’hui de nombreuses voies de synthéses biologiques, physiques et
chimiques permettant d’obtenir des nanoparticules adaptées aux besoins de 1’utilisateur. Par
exemple, pour des applications en biologie, les réactifs toxiques pour le corps humain sont
évités car ils sont susceptibles de rester a la surface des nanoparticules en fin de syntheése.
Pour 1’électronique, les synthéses sans ou avec peu de molécules organiques sont privilégiées
afin de conserver la conductivité du matériau. Et enfin pour la plasmonique, les synthéses
permettant de contréler précisément la morphologie des nanoparticules sont les plus
intéressantes (Pourcin, 2018). Les différentes approches de synthése des NPs sont :

3.1. Approche « Top-down » ou Descendante :
La méthode "top-down ou Descendante" est une approche physique qui consiste, a partir d'un
matériau macroscopique, a fabriquer des objets de taille nanométrique. Un exemple de
méthode courante est la lithographie par faisceau (électrons, rayon X ou laser). Cela consiste a
illuminer un objet constitué d'un matériau, sur lequel un masque, résistant au faisceau a été
déposé. Apres divers traitements, une nanostructure est obtenue telle que des nanoparticules.
Cela permet d'obtenir des substrats dont la surface est contr6lée et reproductible. Cependant,
la lithographie est limitée par la distance inter-objet ou il est trés difficile de la réduire & des
distances de quelques nanometres. De plus cette technique est onéreuse, en particulier en
lithographie haute résolution (Chapus, 2018).

Mecanique

Energie /%40

T

Matériau massif Nanoparticules

Méthode
Top-Down

Figure 03 : Approche Top-Down ou Descendante (Pourcin,2018).
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3.2. Approche « Bottom-up - ou Ascendante » :
La méthode ascendante est une approche chimique. Les conditions expérimentales sont trés
variées (température, le temps de la réaction, quantité des réactifs), permettant d'obtenir une
vaste gamme de formes et de tailles des NPs (Chapus, 2018). Ces nanoparticules sont
construites a partir de précurseurs métalliques tels que des sels d’argent, sous I’action d’un
réducteur produit par voie chimique ou non chimique (température, irradiation...), les ions
d’argent présents dans ces précurseurs sont réduits a 1’état métallique puis, par de multiples
collisions, des agrégats apparaissent et grossissent jusqu’a former des nanoparticules.

(Pourcin,2018).
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Figure 04 : Approche « Bottom-up ou ascendante » (Pourcin, 2018).

3.3. Méthode de synthese verte des nanoparticules :
Pour surmonter les lacunes des méthodes chimiques, les méthodes biologiques sont apparues
comme des options viables. Récemment, la synthese de nanoparticules a médiation biologique
s'est avérée étre des approches simples, rentables, fiables et respectueuses de I'environnement
et une grande attention a été accordée a la production a haut rendement d'AgNPs de taille
définie a l'aide de diverses sources biologiques, notamment des bactéries, des champignons et
des plantes (Zhang et al., 2016). Le tableau 01 résume les différentes méthodes de synthése

verte des NPs d’argent a partir des extraits aqueux des plantes et les champignons.
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Tableau 01:

Les différentes méthodes de synthese verte des NPs d’argent a partir des extraits

aqueux des plantes et champignons.

Biosynthése Condition optiques Caractérisation Rendement Réference
des NPs
Eucalyptus -plante fraiche Le pic d’absorbance Activité (Ali et al.,
dans la longueur antimicrobienne 2015).
globulus -haute température (90°C)
d’onde 428 nm ) )
+AgNO3 . . et antifongique
-micro-ondes a 2450MHZ
pendant 30 sec
-sans agitation
Citrus limons | -Plante séche (poudre) Le pic d’absorbance Activité Dhinek et
] dans la longueur antimicrobienne | al.,(2017).
+ AgNOs -Température (80°C) ) )
d’onde 430 - 440 nm | et antifongique
-Agitation
Petroselinum | -Feuilles fraiches Le pic d’absorbance Activité (Roy et
crispum (persil) ) . dans la longueur antimicrobienne | al., 2015).
-Température ambiante ) )
d’onde 460 nm et antifongique
+ AgNO3 o
-Centrifugation
-Syntheése a froid :
DU E
de
ENI couleur
Adansonia -Température ambiante Le pic d’absorbance Activité (Njue et
digitata + dans la longueur antimicrobienne | al., 2020).
-Un bain d’ultrason ) )
AgNOs3 d’onde 425- 448 nm et antifongique
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-Agitation
Champignons -Ultra centrifugation Le pic d’absorbance Activité (Guilger
) o dans la longueur antimycotique | et Renata,
(Fusarium -Filtration
d’onde 420 nm
oXxysporumet ] ) 2019)
-Enzyme nitrate réductase
Spp)
-Température ambiante
+
AgNOs
- synthese biologique
|| & trateiré - orotéines . -polyphénol |
enzyme(nitrate ref!uctase! . lacidos s -ggges s
- enzyme(naphtoquinones/Anthraquinones) .ponsaccharides - terpénoides
O::: e ‘ feuiﬁe e ..
9 oo
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Figure 05 : Récapitulation de différentes sources de biosynthése des nanoparticules d’argent
(Jeyaraj et al.,2019).

4. Les facteurs influencent sur la formation des AgNPs :
Il existe nombreux facteurs qui influencent sur la synthese ; la caractérisation et 1’application
des nanoparticules. Parmi les facteurs dominants qui affectent la biosynthése des NPs les

suivants :

4.1. La température :
La température affecte la taille et la forme des NP biosynthétiques ainsi que la vitesse de
formation (EI-Seedi et al., 2019) Il existe une relation directe entre la température et la taille

des AgNPs formés c¢’est-a-dire, plus la température est élevée plus il y’aura la formation des

11
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AgNPs de grand de taille, et plus la température plus basse il y’aura la formation des AgNPs
de petite taille (\Voir figure 06) (Patra et Baek, 2014).

basse température

- -
L L%
.:.“o‘: . 9
ser S 0% '
e . LR .

- e .. .

Ll ) : e s o R

G ..Q . —
atomes d'Ag libres noyau . e biomolécule ., cléation rctoissance‘

Figure 06 : Effet de température sur la biosynthese des AgNPs (Hongyu et al.,2020).

4.2. LepH:
Le pH c’est un facteur physique qui influence directement sur la distribution, (Prasad,2014)
la formation des nanoparticules, et sur la taille et la texture de NP synthétisés. Et pour
contréler la taille des nanoparticules il faut modifier le pH du milieu de la solution (El-Seedi
et al.,2019).

4.3. Le temps :
Le temps est parmi les facteurs dominants qui ont une affection sur la qualité (Patra et
Baek,2014), et la stabilité nanoparticule synthétisé (Bouhlal,2018). Au cour de I’incubation il
y’aura la modification des caractéristiques des NPs, également le nombre et la morphologie
des NPs dans une suspension peuvent changer avec le temps ((El-Seedi et al.,2019), pendant
un stockage prolongé il y’aura une production de nombreuse maniére telle que : I’agrégation

des particules, les particules peuvent rétrécie ou croitre (Hongyu et al.,2020).

4.4. La concentration d’extrait végétal :
La concentration de la matiére végétale et les ions d’argent jouent un réle crucial dans la taille

et la dispersion des nanoparticules (Chauvel ,2018).
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5. Les activités biologiques des nanoparticules d’argent :

5.1. Activité antimicrobienne :

L’argent est classé comme un acide doux et les cellules sont principalement composés de
bases molles comme le phosphore et le soufre. L'action des AgNPs sur la cellule se traduit par
la formation d'une réaction conduisant éventuellement a la mort cellulaire (Chauvel, 2018).

L’action antimicrobienne des MNP est liée au mécanisme en les étapes suivantes :

a. Contacte directe avec la membrane cellulaire :

Les nanoparticules d’argent ciblent la membrane bactérienne et I’échappement des métaux
(Bhardwaj et al., 2020) dépendent de leur taille. Les AgNPs avec une plus petite taille ont
une plus grande activité, ceci étant d0 a une surface de contact augmentée (Kasithevar et al.,
2017). La charge positive des AgNPs permet d’attirer vers la surface cellulaire qui est chargée
négativement (Dan, 2020). Les AgNPs peuvent également agir comme support pour
transporter Ag* plus efficacement vers la cellule bactérienne (Voir la figure 07) (Boumaraf
et al., 2020).

b. Déstabilisation de la membrane cellulaire, modification de sa permeabilité et
libération d’ion métallique :

Apres ’adhésion, les nanoparticules métalliques (MNP) de plus petite taille pénétrent
directement dans la cellule (Dan, 2020), par la formation d’un trou de forme asymétrique et
conduisant a une dissipation de la force motrice des protons (Bhardwaj et al., 2020), tandis
que les gros NP sont retenus a I’extérieur de la surface du la cellule (Dan,2020). Les NPs sont
continuent a libérés les ions d’argent (Ag") (Boumaraf et al., 2020). Ce qui provoque une
réduction de pH du milieu extérieur et 1’augmentation de la concentration des Ag* a
I’intérieur qui favorise la perméabilité d’entrée des NP du gros de taille dans la cellule. A
I’intérieur de la cellule, les Ag™ affecte une intégrité de la membrane cellulaire, Par leur
attachement a des composés clé de la membrane cellulaire (Prasad,2019) et il interagit avec
des enzymes intra cellulaire (Dan,2020) (les ribosomes qui empéchent la synthése des
protéines (Boumaraf et al.,2020), perturber le processus métabolique et inhibe les principales
fonctions des cellules bactériennes comme la respiration (Prasad,2019), entrainant un

dysfonctionnement puis la mort cellulaire (Dan,2020).

c. Production d’espéces réactives a oxygene (ROS) et de radicaux libres :
Certain NP induisent une activité antibactérienne en général un stress oxydatif par affectant

les fonctions bactériennes (Prasad, 2019) et lorsque les enzymes sont bloqués, leurs cycle
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respiratoire 1’est aussi, et des radicaux libres se forment (radicaux hydroxyles [OH] et les
anions superoxyde [O?]) (Tarannum et Gautam, 2019) ce qui aggrave encore (Boumaraf et
al.,2020). Des dommages au niveau d’ADN, destruction des protéines, activation de

I’apoptose qui finalisé par une mort cellulaire (Dan, 2020).

... -. Entrée des ions extérieur de la
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Figure 07 : Mécanisme d’action des AgNPs dans la cellule bactérienne (Arya et al.,2019).

5.2. Activité antioxydante :

5.2.1. Stress oxydatif :
C’est le déséquilibre de balance entre les antioxydants de défense cellulaire et les oxydants,
ce phénoméne se produit lorsque les substances oxydantes sont excessivement formées ou
accumulées et que le mécanisme de défense est échoué (Bedlovicova et al.,2020). 1l existe
des recherches qui découverts récemment d’aprés des expériences que les nanoparticules ont
des capacités a transformés rapidement 1’oxygeéne en substance moins réactives, ainsi qu’elles
ont des propriétés proches de celles du superoxyde dismutase (SOD). Cette enzyme lutte
contre les radicaux libres en catalysant la transformation d'ions superoxyde en H2O; et O Un
autre intérét de ces NPs est qu'elles convertissent des superoxydes sans affecter les molécules
d'oxyde nitrique (ou monoxyde d'azote NO). Ce dernier est un radical libre qui interagit avec

I'ion superoxyde pour donner le peroxynitrite, composé extrémement réactif et toxique. Ces
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nanoparticules sont donc particulierement intéressantes pour lutter contre des maladies qui
impliquent des radicaux libres : traitement des lésions cérébrales traumatiques, des AVC, des
blessures aigués d'organes ou de tissus. Ils peuvent aussi étre employés dans le cadre de
procédures médicales comme la greffe d'organe. En effet, a chaque fois qu'un tissu subit un
stress important, des superoxydes peuvent se former (Ray, 2015).
5.3. Activité antiviral :

Des études récentes ont identifié les propriétes antivirales a large spectre des AgNPs contre
les agents pathogenes respiratoires tels qu’adénovirus, virus de la grippe. Les AgNPs y
parviennent en se fixant aux glycoprotéines virales et inhibant la multiplication virale et

bloquant I’entrée dans la cellule hote (Figure 08) (Morris et al., 2019).
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Figure 08 : Mécanisme antivirale des nanoparticules d’argent (Li et al., 2021)

5.4. Activité antifongique :
Les AgNPs ont une activité antifongique puissante contre Candida albicans (Kelkawi et al.,
2017), Bipolaris Sorokiniana, Mangnaporthe grisea (Jo et al.,2009), Trichophyton
Mentagrophytes (Kim et al.,2008). L’activité antifongique des AgNPs pourrait étre exercée
en perturbant la structure de la membrane cellulaire et en inhibant le processus normal de

bourgeonnement en raison de la destruction de I’intégrité membranaire (Tran et Lee, 2013).
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5.5. Activité anti cancéreuse :

Des chercheurs de singapour proposent une approche originale pour détruire les cellules
cancéreuses et leur idée se base sur I’utilisation des nanoparticules (Kern,2001). En effet ces
nanostructures permettent d’envisager de nouveaux espoirs thérapeutiques (vu long,2013) Les
AgNPs peuvent étre considérés comme un outil prometteur dans la prévention contre divers
types de cellules cancéreuses, comme le carcinome hépatocellulaire, le cancer du poumon et
du sein, et le carcinome cervical en raison de leur meilleure pénétration, leur propriétés anti-
antigéniques et antiprolifératives et la facilité de leur suivi dans le corps (Tarannum et
Gautam, 2019). Beaucoup d’études suggerent que I’activité anti tumorale de 1’argent
colloidale sur les cellules cancéreuses passe par la formation de ROS a I’intérieur de la
cellule. L’augmentation de la formation de super oxyde et de peroxyde d’hydrogene affecte
aussi la transduction du signal déclenchant 1’apoptose (Kasithevar et al.,2017). Ainsi que, la
propriété antiproliférative médiée par les AgNPs dans les cellules cancéreuses est due a leur
capacité a endommager I’ADN, a casser le chromosome, a produire une instabilité génomique
et a perturber I’homéostasie du calcium (Ca®") qui induit 1’apoptose et provoque une
instabilité du cytosquelette. La lésion cytosquelettique bloque le cycle et la division cellulaire,

favorisant I’activité antiproliférative des cellules cancéreuses (Lee et Jun, 2019).
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Figure 09 : Mécanisme de cytotoxicité des AgNPs dans la cellule Cancéreuse (Zhang et al.,
2016).
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6. Les bienfaits d’argent colloidal :

Les utilisations médicales et non médicales d’argent colloidal sont en augmentations, il est
souvent considéré comme alternative aux antibiotiques en raison de :
» Propriétés antibactériennes, un reméde miracle dans toute sorte d’indication telle que :
le psoriasis, la malaria, I’acné, etc (Dasiniere, 2019).
» Stimuler le systéme immunitaire et aider le corps a se guérir (Dasiniere, 2019).
» Aide a la cicatrisation des plaies cutanées, lorsque les nanoparticules d’argent
incorporé dans des pansements ou des bandages (Dasiniere, 2019),
» Améliorer les troubles cutanés et prévenir ou traiter les maladies comme : la grippe, la
pneumonie, I’herpés, les infections oculaires, le cancer, le SIDA (Dasiniere, 2019).

7. Effets toxiques des nanoparticules d’argent :
L'argent a des effets potentiellement toxiques sur la santé humaine et il peut entrer dans le
corps humain par divers portails comme l'ingestion, l'inhalation de poussiéres ou fumées
contenant de l'argent, contact avec la peau et acupuncture aiguilles et par I'application de
cremes anti-bralures (Panyala et al., 2008). De nombreux effets indésirables ont été signalés
en raison d'une exposition chronique a des ions d'argent libres comme une décoloration
permanente bleuatre-gris de la peau (argyrie) et les yeux (argyrose). Les nanoparticules
d'argent présentent aussi un risque sur le systéeme reproducteur masculin (les nanoparticules
traversent la barriere des testicules sanguins et se déposent dans les testicules, il existe un
potentiel d'effets indésirables sur les spermatozoides) (Guilger-Casagrande,2019) et entraine
aussi I’atrésie ovarienne chez la femme exposée aux nanoparticules d’argent (Chauvel, 2018).
La toxicité orale de I'AgNPs chez le rat a été testée dans une étude in vitro qui a montré que le
foie était I'organe cible du nanosilver. Les études histopathologies ont montré qu'il y avait une
incidence plus élevée d'hyperplasie des voies biliaires, avec ou sans nécrose, fibrose et

pigmentation chez les animaux étudiés (Selim et al., 2017).
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Figure 10 : Les voies d’exposition aux nanoparticules, les organes affectés et les maladies

associées (Manickam et al.,2017).

7.1. Mécanisme de toxicité des nanoparticules d’argent :
La toxicité du nano-argent est étroitement liée a sa transformation dans les milieux
biologiques et environnementaux, y compris I'oxydation de surface, la libération d'ions argent
et l'interaction avec les macromolécules biologiques (ADN, protéines, glycoprotéines...etc)
(Mcshan et al.,2014). La toxicité des nanoparticules est résumée en quatre étapes (Voir la
figure 11) :

1. Les AgNPs peuvent interagir avec les protéines membranaires et activer les voies de
signalisation conduisant a une inhibition de la prolifération cellulaire (Mcshan et
al.,2014).

2. La pénétration des nanoparticules d’argent a I’intérieur de la cellule par endocytose
provoque un dysfonctionnement mitochondrial (perturbation de la chaine respiratoire)
(Mcshan et al.,2014).

3. Les nanoparticules d’argent peuvent participer a la formation d’especes réactives de

I’oxygeéne. Ces molécules sont d’une grande réactivité biologique et peuvent
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endommager les parois des cellules ce qui peut induire des réactions d’inflammation,
voire de fibrose toxique (Kurtz-chalot, 2014).
4. L'interaction des nanoparticules d’argent a I’ADN conduit également a 1'arrét du cycle

cellulaire induisant ainsi I'apoptose. (Jeyaraj et al.,2019).

Y - 2 by T
& o A P
- = 4 a
lysosome === = ==
&= = Endocytose |
S — > '7.(‘ » T — ~ ROS
/ évasion “I- . = évasion G
— *  lysosomale | _ L endosomale
. - dysfonctionnement.. . - s
e N = - ~ oS

N - - mitochgndriale

] ez e

- -~

; = ‘:' = :-':'-.; — T o ‘:--.“--;
AnoHiosa = - N LT

cytosol dommage d'ADN noyau

Figure 11 : Mécanisme de toxicité des nanoparticules d’argent a I’intérieur d’une cellule

(Jeyaraj et al.,2019).

8. Les applications des nanoparticules d’argent :

De nos jours, I’incorporation des AgNPs dans divers domaines grace a leurs propriétés

particuliéres (Badri, 2018).

1) Textile : ’industrie de textile a été encouragée a utiliser des AgNPs dans divers tissus
textiles (Zhang et al., 2009). Les tissus traités a 1’argent ont été présentés une
réduction bactérienne de 99,01% de staphylococcus aureus et de 99,26% de E-coli
avec une réduction antimicrobienne de plus de 98,77% (Mishra,2015).

2) Agriculture : T’utilisation bénéfique des nanoparticules d’argent dans le domaine
agroécosysteme pour la gestion des maladies des plantes (savary,2015), augmenter la
production végétale, la nutrition des plantes, les AgQNPs peuvent étre livrés avec des
pesticides aux cultures pour améliorer la production des cultures en agriculture (Badri,
2018).

3) Cosmeétologie : les AgNPs sont connues pour monter une activité antimicrobienne et
anti-inflammatoire, qui peut étre utilisée, par exemple, dans le traitement d’acné et
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des pellicules, ainsi que dans le processus de cicatrisation des plaies ou des brdlures.
Ils peuvent étre également un composant actif de produits appliqués sur les
muqueuses, tels que les produits d’hygiéne bucco-dentaire et dentaire (Kapuscinska,
2016).

4) Environnement et écologie : Diminution des émissions de dioxyde de carbone,
production d’eau ultra pure a partir d’eau de mer, pesticides et fertilisants plus
efficaces et moins dommageables, analyseurs chimiques spécifiques (Metiaz et
Boudiba, 2020).

5) Domaine médical : les nanoparticuoles d’argent sont introduites dans :

Les textiles médicaux tel que les champs opératoires, les draps chirurgicaux, ainsi que ces
nanoparticules métalliques trouvés en mélange avec le caoutchouc des semelles de chaussures
orthopédiques pour éliminer les germes et permettent de maintenir I’hygiene ; ils ont présent
dans les pansements pour le traitement des brdlures pour inhiber la prolifération de germe,
améliore la cicatrisation, ainsi que dans les pansements pour les plais seches. Elles revétent
aussi les cathéters, les valves cardiovasculaires, etc. (Kapuscinska, 2016). Ainsi que dans la
médecine D’application de ces NPs comme: un marqueur biologique fluorescent,
administration de médicament, diagnostic des pathologies, génie tissulaire, amélioration du
contraste IRM (Salata, 2004).

Figure 12 : Applications de nanoparticule d’argent (Zhang et al.,2009).
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9. Monographie du plant étudiéee : Origanum vulgare L

9.1. Description botanique d’Origanum vulgare L :
L’Origan vulgaire L est une herbacée vivace de la classe des dicotylédones et de la famille
des Lamiaceae qui mesure de 30 a 80 cm de hauteur, au feuillage et aux fleurs tres odorantes
quand on les froisse. Elle est ainsi reconnaissable a son odeur et a sa saveur phénolée, épicée
et chaude (Bouras, 2019). L’Origan est une plante a tiges dressées, généralement poilues,
quelques fois glabres. Elles portent les feuilles a bord entier ou denté généralement ovales et a
pointe émoussée, est une plante originaire des montagnes du bassin mediterranéen, largement
présent des fles Canaries et des Acgores, a I’Europe du Nord et jusqu'a I’est de 1’Asie
(Mahfouf,2018). Trés commune dans les endroits secs et ensoleillés. (Bouhaddouda, 2016).
Fleurit de mois de Mai a Octobre, C’est une plante hémicryptophyte. Ce sont des vivaces dont

les bourgeons de renouvellement sont situés au niveau du sol. En effet, les parties aériennes

meurent pendant la mauvaise saison, et la plante peut donc repartir a partir des bourgeons de
renouvellement (Mahfouf, 2018).

Figure 13 : photographie d’Origan. Figure 14 : Origanum vulgare L (Bernard,2019)

9.2. Classification botanique d’Origanun vulgare L (Makhlouf, 2018) :

Régne Plantea

Espece Origanum vulgare
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
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Classe Dicotylédones

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae
Genre Origanum

9.3. La dénomination vernaculaire d’Origan (Bernaoui et al., 2018) :

Nom scientifique Origanum vulgare L

Noms communs Origan, origan commun, origan vulgaire,
origan vrai

Nom frangais Origan

Nom anglais Oregano

Nom arabe Jie 3, zaatar
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I.1. Objectif de travail :

Le présent travail de fin d’étude qui traite la synthése biologique d’argent colloidal a partir
d’extrait aqueux de feuille d’Origan (Origanum vulgare L), cette méthode permet d’obtenir
facilement les nanoparticules d’argent de forme cristalline et de taille relativement calibrée,
ainsi que leur caractérisation par différent moyen instrumental « UV-visible, DLS et le
potentiel z&ta », et leur évaluation antimicrobienne et antifongique. A la fin procéder a une

formulation pharmaceutique sous forme d’une créme dermique.

I.2. Lieu de stage :

Il s’agit d’une étude prospective de 1’année 2021. Concernant la synthése de la solution
d’argent colloidal est réalisée au niveau de centre de recherche de plante aromatique et
médicinal a I"université de Blida par madame Moumen pendant 3 jours.

En ce qui concerne 1’évaluation d’activité antimicrobienne des AgNPs qui a été effectuée au

niveau de laboratoire d’hygié¢ne - Blida de durée de 20 jours.
Il.  Matériel :

1- Matériel chimique :
La solution de nitrate d’argent (AgNO3) que nous avons utilisé de concentration 1mM dans un

volume de 500 ml d’eau bidistillé, qui a été préparée selon la méthode suivante :
NB : 1mM (AgNOs) = 169,87g/mol

e Calculer la masse de nitrate d’argent :

— m
n=-—
M
_ - m=CxVxM
C=m/ (MxV) m = 0,1 x 0,5 x 169,87

m=28,49¢g
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Figure 15 : Photographie de la solution de nitrate d’argent préparée

2- Matériel biologique :

2.1- Les souches bactériennes utilisées :

Les bactéries utilisées sont des especes Gram* et Gram’, qui sont partagées entre des souches

de références qui viennent de 1’American Type Culture Collection (ATCC), obtenus a partir

d’institut Pasteur et conservé dans le laboratoire d’hygiéne- Blida. Ces souches ont été

maintenues sur des géloses inclinées nutritives a 4°C. Le screening antimicrobien a été reéalisé

sur 4 souches bactériennes et concernant le screening antifongique nous avons utilisé 1 levure

et 1 champignon (voir le tableau 02).

Tableau 02 :

Les souches bactériennes et mycéliennes utilisées dans le screening

antibactérien et antifongique in vitro.

Les  souches | Caracteres Habitats Pouvoir pathogene Les références
testées bactériologiques
Diarrhées sanglantes (Francois,
Escherichia coli 2013)
ATCC8739 Bactérie -Le tube Douleurs abdominales
digestif ) N
Gram’ Vomissement, fievre
Septicémie  méningite du
nourrisson.
- Les fosses | Infections cutanées (Leeet al.,
nasales et A
Staphylococcus Mains (furoncles, abces). 2018)
aureus -La gorge
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ATCC6538 Bactérie -Le tube Les infections ORL
digestif (angines, otites,
Gram® o
sinusites)
Intoxication alimentaire
Bacillus subtilis (Bouhairi,
ATCC6633 Bacterie -Le sol Intoxication alimentaire 2017)
Gram™
-Le sol Infections urinaire, (Haute autorité
. _ | de sante, 2019).
Pseudomonas Bactérie -L’eauetles | Pulmonaire et  cutanée,
aeruginosa . maladie mucoviscidose
Gram’ milieux
ATCC9027 _
humides
Candida albicans -Les  voies | Fievre, candidose (Anne, 2019)
génitales ) )
ATCC1023 Levure Infection focale de divers
-Tube digestif | organes
-Appareil Insuffisance rénale
buccale et la
peau
Aspergillus -Le sol Infection pulmonaire (Felix, 2020)
brasiliensis o ] )
Moisissures -Les  usines | (aspergillose)
ATCC16404 . .
industrielles
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III- Mode opératoire :
1- Préparation de I’extrait aqueux de plante :

L’Origan (Origanum vulgare L) provient de la région de chréa, récolté au mois d’avril, sa

systématique a été vérifi¢e au niveau de département d’ Agronomie.

Nous avons rincé les feuilles d’origan a I’eau du robinet et a I’eau bidistiller pour la 2™ fois,
et séché la plante a I’air. Des extraits aqueux de feuille d’origan ont été préparé par le
Protocol de (Ruiz-Romero et al.,2018), tout d’abord, nous avons pesé 30 g de feuille fraiche
et couper en petit morceaux ensuite, en a mélangé avec 300 ml d’eau déminéralisée dans une
fiole a volume de 500 ml puis, nous avons mis le mélange sur une plaque chauffante a
magnétique a température 60°C pendant 30 minutes. Aprés le refroidissement d’échantillon
en a centrifugés a 4000 tr/min pendant 20 minutes pour éliminer les impuretés. A la fin en a
filtrés 1’échantillon par un papier wattman N°1 pour obtenir une solution pure et claire,

ensuite stocker a 4°C jusqu’a 'utilisation.

2- Biosynthése des nanoparticules d’argent (AgNPs) :

Dans un erlenmeyer de 100 ml mélanger 40 ml de solution de nitrate d’argent (AgNO3) 1mM
avec 10 ml d’extrait aqueux de de feuille d’origan et maintenu a température 60°C durant 15
minutes sur une plaque chauffante. Le changement de couleur de la solution en jaune brun a

indiqué la formation d’AgNPs. (Ruiz —Romero et al., 2018).

3- Caractérisation des NPs d’argent :

3.1 - Spectroscopie UV-visible :

Spectroscopie UV-visible est utilisé pour surveiller la formation des nanoparticules d’argent
en mesurant le spectre UV-vis (Patra et al., 2014). Pour cela, dans une cuve en quartz nous
avons mettons notre extrait aqueux d’origan + AgNO3 et placé dans le spectrophotomeétre, le
balayage a été effectu¢ a intervalles réguliers pour vérifier I’intensité de la bande de résonance
plasmonique de surface dans la plage de 350 - 450 nm. L’eau a été utilisée comme un blanc.
L'appareil est relié a un microordinateur. Le logiciel UV-Probe, permet 'enregistrement et la

visualisation des spectres des échantillons Analysés sous forme de pic d’absorbance.
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3.2- Diffusion dynamique de la lumiére (DLS) :

La mesure de la diffusion dynamique de la lumiére ou DLS permet de décrire le profil de
distribution de taille de petites particules au sein d’une solution. La caractérisation des
particules est réalisée au moyen d’une analyse des fluctuations temporelles de 1’intensité
diffusée par 1’échantillon. Aprés un traitement du signal par une méthode d’autocorrélation,
nous obtenons gréace au profil de la courbe une constante de temps qui caractérise la particule
et nous permet de remonter a sa taille (Theo., 2018).

3.3- Mesure du potentiel zéta :

La mesure du potentiel zéta permet la détermination de la charge électrique d’une particule en
suspension. Cette grandeur indique la nature des interactions entre les particules chargées et

ceux des états colloidaux (Bentaher., 2016).

4- Evaluation du pouvoir antimicrobienne :

L'efficacité anti bactérienne des AgNPs a été testée contre des cultures bactériennes de Gram
positives dans notre travail nous avons utilisés (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus
subtilis ATCC 6633) et des bactéries Gram négative que nous avons utilisés comme modele
(Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027), et contre des cultures
fongiques c’est a dire (Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC
16404).

4.1- La méthodologie de diffusion sur disque :
Pour atteindre les objectifs de cette étude, 1’extrait aqueux d’AgNPs a base des feuilles
d’Origan a été évalué in vitro, en utilisant la méthode standard de microbiologie & savoir,

technique de diffusion sur disque de papier.

» Préparation et standardisation d’inoculum :

Deux colonies de chaque bactérie qui ont été isolées a partir des cultures jeunes sur milieu
gélosé nutritive incubé a 37°C pendant 18-24h (Benyagoub et al.,2018), sont prélevés et
introduites dans un 9 ml d’eau physiologique stérile (0,9% NaCl) contenue dans un tube
stérile (Voir la figure 16). (Khribche et al.,2018), qui ont une turbidité de 0,5 MC Ferland,
ce qui correspond a une densité optique de 0,08-0,13 et de longueur d’onde de 620 nm
(Benyagoub et al.,2018).
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> Ensemencement :

L’ensemencement se fait dans les 15 minutes qui suivent la préparation d’inoculum, cette
étape est réalisée par écouvillonnage et autour de la zone de stérilisation de bec benzéne pour
éviter les contaminations. Le milieu MH (bactérie) ou sabouraud (champignon) a été coulé
dans des boites de pétri et laisse solidifier. Puis, un écouvillon stérile a été Prolongé dans la
suspension bactérienne et en éliminant 1’exces de 1’inoculum en tournant I’écouvillon sur les
parois du tube. Ensuite, en étale la surface entiére de la boite d’agar 3 fois en faisant tourner la
boite de pétri environ 60°C entre les stries pour assurer la distribution uniforme. Enfin nous
avons passés la suspension sur le bord de la gélose pour éliminer tout excés d’humidité et

assuré la distribution totale de la suspension bactérienne.

Figure 16 : Ensemencement de la suspension sur la gare a ’aide d’écouvillon.

> Application des disques (Aromatogramme) :

Pour déterminer la sensibilité des souches de références (bactéries et les mycoses) vis- a- vis
la solution d'argent colloidal a été déterminé par la méthode de I’aromatogramme. Dans des
conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, les disques stériles de 9 mm de diametre
sont déposés sur la surface de la gélose (Kherbiche et al., 2018). Et a 1’aide d’une
micropipette nous avons versé des doses croissantes (20-40 ul) de notre solution d’argent
colloidal pure (sans dilution) sur les disques. Et par la suite dans chaque boite de pétri nous
avons ajouté¢ comme un témoin des disques d’antibiotiques pour les bactéries, dans notre cas
en a utilisé le Gentamicine et des disques anti fongiques pour les champignons et levures
(Fluconazole), nous avons déposé a 1’aide d’une pince stérile ces disques de référence en
appuyant doucement sur chaque disque pour s’assurer de son application et pour assurer un
contact uniforme avec le milieu. Chaque boite de pétrie est ensuite fermée et incubée dans

I'étuve a température adéquate.
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Apres I’incubation a 37°C pendant 24h pour les bactéries et 3 a 5 jours a 25°C pour les
champignons et les levures, les diamétres des zones d’inhibition ont ét¢ mesurés a ’aide
d’une régle graduée en millimétre de I’extérieur de la boite fermée et les résultats obtenus ont
été interprétés en fonction des diameétres critiques recommandés pour chaque antibiotique et
antifongique (Kherbiche et al., 2018).

Figure 17 : Application de disque d’antibiotique sur la gelose

» Lecture des résultats :

Les résultats sont exprimés par le diamétre des zones d’inhibition, ou par des symboles (-) ou
(+) qui expriment la sensibilité ou la non sensibilité (résistance) de la souche vis a-vis de
I’extrait testé (Ponce et al., 2003).

- Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8 mm.

- Sensible (+) : diametre compris entre 9 et 14 mm.

- Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 et 19 mm.

- Extrémement sensible : diameétre > 20 mm.
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Figure 18 : Regle graduée en millimetre (Vernier Caliper).

5- Controle de qualité microbienne de la creme dermique in vitro :

5.1- Préparations galéniques = Creme dermique :

L’objectif assigné a cette étude sera la mise au point d’une formule topique adaptée contenant
I’argent colloidal-extrait d'une plante. La forme pharmaceutique choisie est celle d’une
émulsion hydrophile largement utilisée pour le traitement local des pathologies cutanées. Le
protocole de fabrication est celui d'une émulsion hydrophile classique selon le mode

opératoire suivant :

e Preparation de la phase huileuse : déposer dans un bécher la quantité appropriée
d'huile de paraffine, de la cire et/ou du beurre, et différents émulsifiants et/ou co-
émulsifiants.

e Préparation de la phase aqueuse : mélanger 1’eau distillée, un hydratant de la peau

et une base neutralisante pour régler le pH.
- Mise des deux béchers au bain-marie a 70-80 °C jusqu'a fusion compléte des composés.

- La phase aqueuse sera versée dans la phase grasse par petites fractions en mélangeant

entre chaque adjonction jusqu'au refroidissement.

- Apres refroidissement et a température ambiante, I’addition de 1’argent colloidal a une

concentration de 0.5% (v/w) sous une homogénéisation.
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- Addition d’un conservateur de synthese.
5.2- Composition chimique de la créme :
- Eau distillée

- Huile de paraffine (Paraffinum Liquidum) : Elle est utilisée dans les cosmeétiques en
tant qu'agent adoucissant et filmogéne, elle est occlusive, et crée un film pour protéger la
peau. On la retrouve dans de tres nombreux produits comme les hydratants ou les baumes a
levres. Elle présente un certain nombre d'avantages pour l'industrie des cosmétiques car elle
est incolore et inodore, elle est bien tolérée par la peau et y pénetre peu, elle est peu colteuse,
ne s'oxyde pas et se conserve bien ; elle est trés appréciée comme excipient des agents actifs
des produits cosmétiques, auxquels elle permet d'étre plus efficaces.

- Beurre de karité (Butyrospermum parkii) : Il est composé principalement de
triglycérides, d'acides gras, des esters de cire et d'actifs : parmi ceux-ci, des vitamines, des
esters résineux, des phytostérols, du latex. Il est utilisé dans de nombreux cosmétiques pour
ses propriétés assoupissantes et adoucissantes pour I'épiderme. Il peut aussi protéger la peau et
le cuir chevelu des nombreuses agressions extérieures. C’est aussi un agent de contréle de la

viscosité.
- Dimethicone Copolyol : ¢’est une émollient (adoucit et assouplit la peau).

- Oleth-10 (Eumulgin® O 10) : c’est un agent émulsifiant qui favorise la formation de
mélanges intimes entre des liquides non miscibles en modifiant la tension interfaciale (eau et
huile).

- Hydroxyde de sodium : Une base pour neutraliser le pH.

- MethylChloroisothiazolinone (Katon CG) : utilisé en tant que conservateur synthétique
dans les produits cosmétiques. Il a été employé en substitution des parabénes dans les produits
dits "sans parabenes".

5.3- Méthode de contrdle de qualité de la créme dermique :
L’objectif de ce contrdle est d’apporter les moyens de vérifier que la formulation dermo-
cosmétique preparée réponde aux exigences microbiologiques spécifiées dans les
monographies de la Pharmacopée Européenne (2002). Les analyses a effectuer se résument
en la recherche et le dénombrement des germes aérobies viables totaux et la recherche des

germes speécifiés.
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La méthode repose sur une série des dilutions successives (d’au moins 3) de produit réalisé au
1/10. Cette methode consiste a :
1) Peser 1g de la créeme dermique.
2) Diluer dans 9 ml d’eau physiologique dans des tubes stériles, homogénéiser bien la
solution.
3) Prendre 1ml de la solution mére et répartie sur 3 tubes et chaque tube contient 9ml
d’eau physiologique (10-* 10-2 10-3).

Figure 19 : Préparation des dilutions 1/10
Le dénombrement peut s’effectuer sur différent types de milieux :

1) Ensemencement en profondeur :

Prélever 1ml a I’aide de pipette pasteur de chaque dilution et transférer sur un milieu de
culture liquéfié Gélose Tryptone Glucose Extract (TGEA), adapté a la culture des
bactéries (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus), puis, incuber a 37°C
pendant 24h.

Figure 20 : Ensemencement en profondeur
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2) Ensemencement en surface :

Objectif de déterminer des flores aéro-mésophiles, levures et moisissures. Pour cela, Sur
un milieu solide qu’on a deja préparé (Cetrimide, Chapman, Sabouraud), nous avons
prélever 1 ml de chaque dilution a 1’aide d’une pipette pasteur puis, en déposant ce
volume au centre de la gélose solide ensuite, nous avons étalé a I’aide d’une pipette rateau

le volume sur toute la surface de la gélose.

Figure 21 : Dépot de 4 gouttes de la solution sur le milieu de culture

2.1) Ensemencement en masse :

Nous avons prélevé 1ml a 1’aide d’une pipette pasteur de chaque dilution puis en a
déposer ce volume goutte a goutte sur la surface d’une boite de pétri vide et en a coulé
15ml de milieu de culture en surfusion (oxytétracycline gelose agar) puis, homogénéiser
délicatement en forme huit sur paillasse. Laisser refroidir la gélose sans la bouger.
Refermer les boites de pétri et placer dans 1’étuve a 37°C pendant 24h et le milieu OGA a
25°C pendant 3-5 jours d’incubation.
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Solution mére (10?) et Dilution 1072
1 g creme ou gel dermique + 9 ml d’eau physiologique

v v

Ensemencement en profondeur Ensemencement en surface
Gélose TGEA* Gélose Sabouraud
37°C/24h 25°C/3 jours
Bactéries aérobies Levures et moisissures

I |
Recherche et dénombrement de la flore Aéro-
Meésobphile Totale

‘ v

Gélose Cétrimide Gélose Chapman
37°C/24h 35°C/24h
| |
Recherche et dénombrement Recherche et dénombrement
de Pseudomonas aeruginosa de Staohvlococcus aureus

Figure 22 : Méthodologie d’évaluation de la qualité microbiologique de la formulation

dermo-cosmeétique semi-solide préparée (Pharmacopée Européenne, 2002).
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I. Caractérisation par changement de couleur de la solution d’argent
colloidal :
Lorsque I’infusion d’Origanum vulgare L a été ajoutée a la solution aqueuse de nitrate
d’argent, la solution est initialement restée incolore. Mais apres quelques minutes, la
couleur du mélange a commencé a virer au jaune foncé apres 20 minutes présenté sur
la figure 23, indiquant la réduction des cations d’argent et la formations d’AgNPs
dans la solution (Kaushik et al., 2014).

Figure 23 : Mélange at=0 Figure 24 : Mélange apres 20 min

1. Caractérisation :

I1.1- Spectroscopie UV-visible :

La réduction des ions d’argent peut facilement étre observée par le spectre UV-vis
entre 300-500 présenté sur la figure 25. Il est clairement visible que I'absorbance
optimale est obtenue a 450 nm, ce qui représente la caractéristique de la bande
d'absorption des plasmons de surface (Patra, 2014). Cette bande est attribuée aux
électrons libres des nanoparticules d'argent. Un élargissement du pic dans la plage de
350 a 450 nm est également observeé indiquant que les particules sont polydispersées.
(Abbasi et al., 2014).
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Bataymge 30-narZOX T

Figure 25 : Spectre UV-vis des nanoparticules d’argent synthétisé a partir
d’extrait d’OV-AgNPs

I1.2- Diffusion dynamique de la lumiere (DLS) :

La diffusion dynamique de lumiére est une méthode capable de mesurer la taille des
particules et des molécules en suspension dans un milieu liquide.

La figure 26 représente la représentation graphique de la distribution gralunométrique
de la solution d’argent colloidal. Nous constatons que La distribution granulométrique
de I’échantillon présente une distribution de taille inférieure a 100 nm. De 1’ordre de

67 nm. Ce qui confirme la bonne formation et la stabilité des nanoparticles d’argent

collordal.
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Figure 26 : Représentation graphique de la distribution granulométrique de la

solution d’argent colloidal obtenu par DLS.
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I1.3- Mesure du Potentiel zéta :

L’amplitude du potentiel zéta est une indication de la force répulsive présentée dans
les nanoparticules et un facteur clé pour prédire la stabilitée a long terme du systéme
de disperssion colloidale. La figure montre I’intensité en fonction du potentiel zéta et
donne une valeur de -5,3 mV. Il est bien connu que le potentiel zéta dans la plage +/-
30 mV et +/- 20 mV est considéré comme idéal pour les nanoparticules stabilisés par

effet stérique.
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Figure 27 : Potentiel zéta de la solution d’argent colloidal

I11. Evaluation d’activité antibactérienne in vitro :

L’objet de ce test préliminaire est de vérifier et d’évaluer les propriétés
antibactériennes d’extrait aqueux d’AgNPs in vitro. Aprés I’incubation a 37°C pendant
24 h, nous avons obtenus des zones d’inhibitions a partir des doses de 20 pl et 40 pl
(voir figure 28). Les AgNPs présentaient une zone d’inhibition de 10 mm a dose 20 pl
et 11mm a dose 40 ul vis-a-vis de bactérie Gram™ (Escherichia coli), contre le contrble
positif Gentamicine avec une zone d’inhibition de 18 mm et une zone d’inhibition de 0
mm a dose 20 pl et 5 mm a dose 40 pl vis-a-vis des bactéries Gram™, (Staphylococcus
aureus) contre un zone d’inhibition de 20 mm du contrdle positifs Gentamicine.
L’extrait aqueux d’AgNPs n’a eu aucun effet sur I’inhibition des champignons
(Candida albicans, Aspergillus brasiliensis) apres 3-5 jours d’incubation a 25°C. Les

zones d’inhibitions sont indiquées dans le tableau (3,4) :
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Tableau 03 : Screening antibactérien de la solution d’argent colloidal in vitro

Aromatogramme
Antibiogramme
Quantité d’AgNPs (ul/disque) Antibiotique

Souches 20 40 CN
Bactéries Gram*

Staphylococcus aureus - 5 20
Basillus subtilis - - 18
Bactéries Gram-

Escherichia coli 10 11 18
Pseudomonas aeruginosa 14 20 18

(-) : Aucune zone d’inhibition ; CN= Gentamicine

Tableau 04 : Screening antifongique de la solution de 1’argent colloidal in vitro

Aromatogramme

Antifongigramme
Quantité d’AgNPs (ul/disque) Antifongique

Souches 20 40
Fluconazole
Souches fongiques
Candida albicans - - 18
Aspergillus brasiliensis - - 18

(-) : Aucune zone d’inhibition
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Figure 28 : Résultats d’antibiogramme de la solution d’argent colloidal sur le milieu
MH et Sabouraud. (a) B. subtilis, (b) C. albicans, (c) E-coli, (d) P. aeruginosa, (e) A.

brasiliensis, (f) S. aureus.

IV. Controéle de qualité microbienne de la créme dermique in vitro :

Le but de ce test est de vérifier la capacité de notre créeme dermique a répondre a des
exigences microbiologiques in vitro. Apres I’incubation a 37°C pendant 24 h pour les
souches bactériennes et a 25°C pendant 5 jours pour les souches fongiques. Nous

avons obtenu ces résultats qui sont présentés dans le tableau 05 :

Figure 29 : La créme dermique a base d’extrait aqueux d’OV-AgNPs.
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Tableau 05 : Résultats de contr6le de qualité microbienne de la creme-dermique

Souches
Dilutions 10" 10~ 10°

Bactéries aérobies Absence Absence Absence
Levures et Absence Absence Absence
moisissures

Staphylococcus aureus | Absence Absence Absence
Pseudomonas Absence Absence Absence
aeruginosa

Figure 30 : Résultats de dilutions de creme Figure 31 : Absence de S. aureus

Figure 32 : Résultats dans le milieu TGEA et cetrimide avec les 3 dilutions.
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Les personnes infectées par des micro-organismes résistants aux médicaments passent
généralement plus de temps a 1’hopital et nécessitent un traitement qui utilise deux ou trois
antibiotiques différents et qui est moins efficace plus toxique et plus colteux ce qui entrainent
une augmentation significative de la mortalité et de la morbidité (Humberto et al., 2010). Par
consequent, le développement de nouvelles formules antimicrobiennes ou la modification de
celles déja disponibles afin d’améliorer leur activité antibactérienne pour la thérapie, 1’asepsie
ou la désinfection est un domaine de recherche hautement prioritaire (Railean-Plugaru et al.,
2016). Depuis longtemps, I’argent a été utilisé comme agent antibactérien, antifongique et
antiviral, car tout en étant tres toxiques envers les micro-organismes, il est beaucoup moins

toxique pour I’homme (Li et al., 2011).

Pour atteindre 1’objectif de notre travail de recherche nous avons rapporté une synthése
simple, rapide et ecofriendly des AgNPs. En se basant sur un modéle biologique « les feuille

d’Origan », mélanger avec la solution d’AgNOa.

Tout d’abord, les résultats primaires montrent un virage de couleur vers le jaune foncé, ces
observations laissent déja penser d’ou provient ces changements de couleur et pour y

répondre on s’est référé a la littérature.

Dans notre étude nous avons détectés visuellement le changement de couleur de jaune claire
vers le jaune brun a température 60°C, ce qui est concorde avec les résultats de Shaik et al.,
(2018) et Hambardzumyan et al., (2020), dont les conditions opératoires qui différent. (La
température, 1’obscurité). La raison pour laquelle il aura le changement de la couleur est due a
la présence de carvacrol (principe actif de feuille d’Origan), dans les feuilles d’Origan qui
peut jouer un role crucial en tant qu’agent réducteur puissant dans cette réaction, ce qui réduit
les cations d’Ag présentent dans la solution de AgNOs lors de D’interaction et qui par

conséquent la formation des AgNPs.
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2H,0
NO5 NADP*
Reductase
2H*
NO; NADPH

Figure 33 : Méthode de réduction (Mittal et al.,2014).

De plus, la cinétique des nanoparticules d’argent biosynthétisés suivi par UV-vis, ceci est
clairement refléter par I’apparition d’une bande d’absorption autour de 450 nm. Notre résultat
est semblable aux résultats de Shaik et al., (2018) et les résultats de Hambardzumyan et al.,
(2020).

Les résultats d'analyse de la DLS a révéler que la taille moyenne des particules dans la
solution préparée est de 67,7 nm qui indique la bonne formation ainsi que la stabilité
colloidale de la solution. Ces résultats sont en accord avec les résultats de Hambardzumyan
et al., (2020).

Et concernant le potentiel zéta est un autre paramétre important pour comprendre la charge de
surface et la tendance d’agrégation des nanoparticules, les données de la mesure de ce
potentiel montrent un pique avec une valeur de -5,3 mV. Une solution avec une valeur d’un
potentiel zéta entre +/-30 mV et +/- 20 mV est considéré stable ; donc selon notre résultat : la
valeur -5,3 mV indique la stabilité de la solution (la répulsion ionique entre les particules est
dominant devant les forces d’attraction de la solution). Alors les résultats obtenus sont assez

proches aux résultats de Hambardzumyan et al., (2020).

Les résultats d’aromatogramme (tableau 3,4) montrent que les doses 20 pl et 40 pl ont une
activité sur les bactéries Gram™ seulement. Les diamétres de zone d’inhibition augmentent
avec I’augmentation de la dose d’extrait d’AgNPs, donc la concentration joue un role trés
important dans 1’activité antibactérien de ce dernier par rapport aux bactéries. Les résultats
sont en accord avec les résultats de Shaik et al., (2018) et de Hambardzumyan et al.,
(2020).

Dans la littérature scientifique, on considére que les bactéries Gram™ sont plus sensibles que
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les bactéries Gram* vis-a-vis I’extrait d’AgNPs. L’action d’extrait sur les deux bactéries
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) a montré que cet extrait est plus actif sur les
bactéries Gram’, on déduit que les réactions de sensibilité ou de résistance dépendent aussi de
la structure de la paroi bactérienne et de la composition chimique d’extrait lui-méme
(Bousbia, 2011). La nature chimique de principe actif d’extrait d’origan montre une certaine
affinité vis-a-vis des molécules constituantes la paroi bactérienne (Chao et al., 2000). Quelle
que soit la bactérie utilisée, on observe des zones d’inhibition ce qui signifie qu’il y a de
phénomene de diffusion de I’agent antibactérien et qui indiquant que les AgNPs présentent un
effet inhibiteur de la croissance bactérienne, aussi appelé effet bactériostatique. Donc L’argent
a été I’'un des premiers antimicrobiens utilisés historiquement, mais notre étude montre que
les NPs d’Ag peuvent étre plus efficaces que I’argent (Najimu et al., 2014). Maintenant on
peut dire que ’activité antibactérienne plus élevée est due a la petite taille des nanoparticules
d’argent. Ces AgNPs ont la capacité de pénétré a travers de la membrane cellulaire de la
bactérie et interagir avec des composés contenant du soufre, des protéines, ADN, ce qui fait
que les bactéries perdent leur viabilité (perturbation membranaire), ce qui finissent par la mort

cellulaire « apoptose ».
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Figure 34 : Mécanisme d’action des AgNPs dans la cellule bactérienne (Sharma et al.,2009)
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Les résultats de I’inhibition bactérien par les nanoparticules d’argent synthétisé ont montré

que :

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa : sont des bactéries de Gram™ sensible a notre
solution d'argent colloidal.

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus : sont des bactéries de Gram® résistante a notre
solution d'argent colloidal.

Candida albicans, Aspergillus brasiliensis : sont des champignons résistants a notre solution
d'argent colloidal.

Tableau 06 : la comparaison entre les résultats de la biosynthése d’Ag NPs.

Parametre/ Notre étude (2021) Shaik et al (2018) Harmand et al (2020)

auteurs

Condition Agitation T°=90°C Agitation obscurité

opératoire T°=60°C T°=23°C pendant 18h
Pendant 15 min

La couleur Jaune brun Jaune brun Jaune brun

La 450 nm 440 nm 430 nm

caractérisation

Activité

biologiques

-Méthode de diffusion
sur disque

-Les bactéries Gram"
sont tres sensibles par
Gram*,

rapport  aux

- Méthode de diffusion
sur disque.

-P. aeruginosa (bactérie
Gram négative) et S.

aureus (bactérie Gram

-Méthode de diffusion
sur disque

- Les bactéries Gram-
sensible (E. coli) que

les bactéries gram+

résistance aux | positive) sont sensibles

champignons Résistance fongicide

Dans la partie de préparation et de controle de qualité de la préparation galénique (creme
dermo-cosmeétique), nous avons trouvés que la creme dermique a répondre aux exigences
microbiologiques. En a confirmé ca par les résultats de test de contrdle de qualité
microbienne, notre créme dermique est totalement clair, I’absence des colonies et des troubles
dans le tube dans les 3 dilutions et pas de changement de couleur, une couleur blanchatre

observé sur les tubes correspond a la solidification de la creme aprés I’incubation, ces
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résultats sont on accord avec les normes de la pharmacopée européenne, (2008). Alors, le

test de contrble de qualité microbienne a prouveé in vitro que la créme dermique est conforme.
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Conclusion

V.  Conclusion genérale :

Dans ce travail nous rapportons une méthode de synthese simple, facile et n’est pas
colteuse des AgNPs qui a été réalisée en utilisant un agent réducteur vert obtenu a partir d'O.
vulgare L. Les résultats de caractérisation obtenus a partir des analyses UV vis et la mesure de
DLS avec le potentiel zéta ont révélés la présence d'extrait de plante, c'est-a-dire O. vulgare L
a la surface des nanoparticules, indiquant que I'extrait de plante était non seulement efficace
pour réduire le sel d'argent en nanoparticules d'argent de petite taille, mais qu'il jouait également
un role crucial dans la stabilisation des nanoparticules obtenues. Les AgNPs obtenus ont été
soumis & une évaluation biologique et testés contre des souches bactériennes Gram positives et
Gram négatives ainsi que des souches fongiques. Il était évident que les AgNPs présentaient
des propriétés bactéricides et fongicides modérées a tres bonnes, cependant, il a également été
observé que I'efficacité microbicide et fongicide variait avec la quantité d'extrait végétal utilisé
pour la préparation de nanoparticules. Au fur et & mesure que la concentration de I'extrait de
plante augmentait, les AgNPs ont obtenu une activité microbicide et fongicide plus élevée que
les AgNPs utilisant des concentrations d'amants de I'extrait de plante. Les Ag NPs (c'est-a-dire
OV-AgQ) présentaient la plus forte activité contre Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli
(souches Gram®) parmi les différentes souches bactériennes testées. Et une résistance avérée
contre les souches fongiques testées. A la fin nous avons testés notre formulation galénique
représentée par une créme-dermique & base d’extrait d’Origanum vulgare L, a des tests de
contrle de qualité microbienne. Les résultats obtenus ont révélé que cette formule a des
capacités de répondre aux exigences microbiologiques. Tous ces résultats démontrent que le
bio-ingrédient présent dans 1’extrait de la plante était efficace pour la synthése des AgNPs avec
une efficacité biologique qui offre la possibilité de I’incorporer dans des produits alimentaires

et pharmaceutiques.

Nous souhaitons de compléter cette étude, il serait préférable de réaliser des travaux

approfondis pour :

v Compléter I’évaluation de I’effet antimicrobien d’argent colloidal en intéresse a d’autres
flores d’altération.

v" Elargir I’application de cet extrait de aqueux d’argent sur d’autre matrice médical.

v Les AgNPs utilisées comme un médicament potentiel appliqué seul ou en combinaison
avec un médicament conventionnel et pour la détection de possibles cible parmi les

différentes cellules cancéreuses.
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Enfin on peut conclure que les extraits aqueux de plante + AgNQOgz, ont un avenir
prometteur dans le secteur de santé, il présent ainsi une alternative intéressante aux

produits chimiques de synthese, colteux et nocifs.
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