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Résumé

Cette étude porte sur la synthése des nanoparticules d’argent par procédé vert en utilisant des
extraits aqueux des plantes Mentha pulegium L. et Melia azedarach ainsi que leurs mélanges
d’extrait & différentes teneurs en volume, comme des bioréducteurs des ions d’argent.

Les solutions des AgNPs ainsi obtenues sont caractérisées par: infrarouge(FTIR), UV-visible,
potentiel z&ta et DRX.

La solution des AgNPs a une meilleure absorbance dans le domaine UV-visible a été utilisé
comme principe actif pour la formulation d’une créme antifongique.

Cette formulation a été par la suite caractérisées organoleptiquement, rhéologiquement et
microbiologiquement.

Abstract

This study focuses on the synthesis of silver nanoparticles by a green process using agqueous
extracts of the plants Mentha pulegium L. and Melia azedarach as well as their extract
mixtures at different volume contents, as bioreducers of silver ions.

The solutions of AgNPs thus obtained are characterized by: infrared (FTIR), UV-visible, zeta
potential and XRD.

The AgNPs solution with better absorbance in the UV-visible range was used as an active
ingredient for the formulation of an antifungal cream.

This formulation was subsequently characterized organoleptically, rheologically and
microbiologically
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Introduction générale

La dépendance de la vie humaine a I'égard des nanotechnologies trouve ses racines
naturelles dans I'Ayurveda, un systeme de médecine indien vieux de 5 000 ans. Bien que la
science moderne ait commencé a explorer le mot "nano™, le systeme de médecine ayurvédique
du XXle siécle utilise des métaux precieux Tels que l'or et I'argent sous forme nano en tant

que matériau de base pour diverses applications médicales [1].

La nanotechnologie est devenue I'un des domaines de recherche les plus passionnants et
les plus vastes avec d'énormes opportunités [2]. En raison des propriétés exceptionnelles des
nanoparticules, notamment une surface spécifique élevée et des propriétés magnétiques,
meécaniques, optiques et chimiques, elles sont remarquablement prometteuses dans des

domaines émergents tels que I'alimentation, la biomédecine, I'agriculture et la génétique [3].

Les Nanoparticules d'argent (AgNPs) jouent un Rdéle important en médecine et en
biologie. [4] Le nano argent a été signalé comme ciment anticancéreux, antimicrobien,

antiviral, dentaire et osseux, matériel de ligature des plaies et purificateur d'eau. [5]

Ces particules sont synthétisées selon différentes méthodes physiques et chimiques telles
que la méthode de réduction en solution, la méthode de décomposition thermique et la
méthode de réduction biologique qui sont chers et utilisent des substances toxiques, alors que
les méthodes biologiques sont rentables, respectueuses de l'environnement et elles peuvent
également étre utilisées pour produire de grandes quantités de Nanoparticules de taille et de
morphologie définies. Ces derniéres années, la synthese de nanoparticules en utilisant des
ressources naturelles telles que des extraits de plantes, exprimer d'utiliser des enzymes et des

micro-organismes comme agents réducteurs, agents de colmatage et stabilisants [6,7].

Dans ce contexte nous nous sommes intéressees a la synthese et a la caractérisation des
nanoparticules d’argent en utilisant des extraits aqueux de deux plantes médicinales a savoir
Mentha pulegium L. et Melia azédarach, ainsi que leurs mélange d’extrait & des teneurs

différentes en volume, et de la valoriser par une formulation pharmaceutique.



A cet égard notre mémoire s’est exposé sur cing principaux chapitres: apres une

introduction générale ;

Les trois premiers chapitres portent sur une étude bibliographique sur les matiéres végétales

utilisées et les nanoparticules ;

Le quatriéme chapitre : donne I’ensemble des matériels utilisés et les méthodes suivies lors de

cette recherche

Le cinquiéme chapitre : est dédié a la présentation et I’interprétation des résultats obtenus ; et

enfin nous terminerons par une conclusion générale et quelques perspectives.



Chapitrel:

Generalité sur les plantes

medicinales




1. Plantes médicinales
1.1. Généralité sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont I’ensemble des especes végétales possédant des propriétés
thérapeutiques, ces traitements naturels phytothérapiques peuvent s’avérer dans de nombreux
cas plus économiques, plus efficaces, plus slrs que bien des médicaments (moins d’effets
secondaires), les plantes médicinales peuvent étre un arbre, un buisson, un champignon, un
Iégume, une racine, une algue. Depuis longtemps le but I’utilisation des plantes medicinales
c’est : ’amélioration de la santé humaine <aujourd’hui elles sont exploitées a tous les niveaux

notamment au niveau thérapeutique [8].

Figure 1 : Les plantes médicinales.

1.2. Origine des plantes médicinales
Elle porte sur deux origines a la fois. En premier lieu les plantes spontanées dites

"sauvages" ou "de cueillette”, puis en second les plantes cultivées :

1.2.1. Plantes spontanées

Elles furent les seules utilisées autre fois et représentent encore aujourd’hui un
pourcentage notable du marché. Leur répartition dépend du sol et surtout du climat. Nous
pouvons répertorier les principaux facteurs influencant leur développement ci-apres.
Les plantules se développent efficacement et naturellement dans le sol qui leur est le plus
favorable. Aussi les conditions climatiques exercent une part importante sur la répartition des
plantes médicinales. C’est en fait un ensemble de plusieurs facteurs qui constitue le climat et

ceux-ci vont donc permettre un développement plus ou moins poussé de la plante jeune [9].



1.2.2. Plantes cultivées
Les plantes médicinales sont cultivées pour plusieurs avantages en effet évidents :
- Disponibilité des plantes sans besoin d’aller dans la forét pour détruire les espéces ;
- Apports substantiels de revenus pour les paysans qui les cultivent ;
- Disponibilité prévisible des plantes médicinales au moment voulu et en quantité voulue ;
- Disponibilité et protection des plantes actuellement rares ou en voie de disparition dans la
nature ;
- Controle plus facile de la qualité, de la sécurité et de la propreté des plantes.
La teneur en principes actifs d’une plante médicinale varie avec 1’organe considéré, mais
aussi avec I’age de la plante, 1’époque de 1’année et I’heure de la journée. Il y’a donc une

grande variabilité dont il faut tenir compte pour récolter au moment le plus opportun [10].

1.3. Definition de la phytothérapie

Le terme « Phytothérapie », provient du grec « phyton » qui signifie « plante » et «thérapie»
qui signifie « soigner ». La phytothérapie désigne la medecine basée sur les extraits de plantes
et les principes actifs naturels [11].

La phytothérapie est une discipline qui studio les plantes médicinales donc est une facon de
mettre a profit les propriétés médicinales des végétaux en utilisant les plantes sous forme de

préparations dites "galéniques™ afin de soigner ou de prévenir les maladies [12].

1.3.1. Phytothérapie en Algérie
En Algérie, les plantes médicinales et les remédes n’ont jamais été abandonnés et les

gens n’ont jamais cessé de faire appel a la phytothérapie traditionnelle [13]

L’ Algérie est réputée par la richesse et la diversité de sa flore avec environ 4000 especes
végétales. Ces dernieres constituent des remedes naturels potentiels, qui peuvent étre utilisés

en traitement curatif et préventif [14]

1.3.2. Avantages de la phytothérapie

L’utilisation des plantes en phytothérapie est trés ancienne et connait actuellement un
regain d’intérét aupres du public. Il est possible d’utiliser les plantes entieres ou les produits
d’extraction qu’elles fournissent [15]. Il est estimé qu'au moins 25% de tous les médicaments

modernes sont dérivés, directement ou indirectement, a partir de plantes médicinales,



principalement gréce a l'application des technologies modernes aux connaissances
traditionnelles [16].

1.4. Lilas de Perse (Melia azedarach), faux Neem
1.4.1. Géneralité sur le faux Neem

M.azedarach, connue sous le nom de chinaberry ou lilas de Perse est un arbre qui
appartient a famille des Méliacées [17].Elle généralement propagée par des graines et des
boutures, et peut également étre multipliée in vitro a partir de différents explants de jeunes
plants et plantes matures [18]. Pendant de nombreuses années elle a eté utilisée en Jordanie et
en Afriqgue comme plante ornementale et d'ombrage résistant a la sécheresse [19]. Elle est

plantée au Liban et d’autres pays méditerranéens pour avoir de I’ombre [20].

Figure 2: Plante de faux Neem.

1.4.2. Composition chimique de faux Neem

10-(acétyloxy)- 3,5-dihydroxy- 4-[(1S,2S,6S,8S,9R,11S)- 2-hydroxy- 11-méthyl- 5,7,10-
trioxatéetracyclo[6.3.1.026.0%]dodec- 3-én- 9-yl]- 4-méthyl- 8-{[(2E)- 2-méthylbut- 2-
énoyl]oxy}octahydro- 1H-furo[3',4":4,4a]naphtho[1,8-bc]furan- 5,10a(8H)-dicarboxylate de
diméthyle [21]



T-24
NCI-11460
HepG2
SMMC-7721
CNE
MDA-MB-231
BIGF10

Figure 3:Structure chimique de faux Neem.

1.4.3. Origine et distribution géographiques de faux Neem
Son centre d’origine se situe au sud de I’Himalaya et particulierement au Cachemire
(Inde — Pakistan — Chine) mais par extension, beaucoup évoque des origines plus vastes, de

I’Irak au Japon et particulierement en Perse.

Il s’est naturalisé aussi bien en Amérique du Sud, en Australie, en Afrique qu’aux Tles

Mascareignes [22].

1.4.4. Description botanique de faux Neem

Melia azedarach est un petit arbre, haut de 4 a 12m, au houppier aéré et plutét arrondi
avec des branches parfois un peu tordues ou désordonnées. Son feuillage fin produit un arbre
utilisé en médecine traditionnelle depuis plus de 2000 ans [23][24].C’est une plante verte
attrayante avec une multitude de feuilles. Caractérisée par une croissance rapide et par
certaines variétés résistantes aux gelées, mesurant de 6 a 15 m de haut [25], et pouvant
atteindre 20 a 30 m [26]Cet arbre est caractérisé aussi par un tronc solide dur, brun foncé avec
une crolte brune fissurée de 75 a 150 cm, les feuilles, qui mesurent jusqu’a 25 cm de long,
sont constituées de cing a huit paires de folioles.. La fleur est aromatique et blanche, et le fruit
peut atteindre un centimetre de long. 1l est vert et devient jaune lorsqu'il mdrit, et a un goQt

amer de graine [27].



Figure 4 : Arbre de Neem et ses composants.

1.4.5. Utilisations médicinales traditionnelles de faux Neem
1.4.5.1. Utilisations traditionnelles

Melia azedarach (faux Neem) est connu depuis des siécles pour ses nombreuses vertus
curatives. Baptisé parfois arbre aux merveilles ou arbre pharmacie du village, le faux Neem
contient de nombreuses substances ayant des activités anti-inflammatoires, antibactériennes ou

immunostimulantes.

Plusieurs écrits font référence aux effets bénéfiques de ses fruits, de ses graines, de son
huile, de ses feuilles, de ses racines ou de son écorce. Chacun d’eux est utilisé depuis des

siecles par la médecine ayurvédique pour traiter divers problémes de santé [27].

1.4.5.2. Utilisations pharmaceutiques

Largement utilisé en médecine ayurvédique et en pharmacopée traditionnelle, il était
parfois appelé ‘I’arbre pharmacie du village’ : anti-inflammatoire — antibactérien —
immunostimulant — astringent — fébrifuge — vermifuge — antifongique... Racines, feuilles,

graines (composées de 40 a 48 % d’huile), et écorce sont utilisées [27].
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1.5. Menthe pouliot (Mentha pulegium L.)

1.5.1. Genéralité sur les Menthes

Les Menthes, du nom latin Mentha, font partie de ce grand cortége de substances, ce
sont des plantes vivaces, herbacées indigenes et trés odorantes appartenant a la famille des
labiacées. Les Menthes conservent depuis I’antiquité une infinie diversité d’emplois et

occupent une large place dans la thérapeutique. [28]

Les menthes étaient utilisées a des fins thérapeutiques au 16éme et 17éme siécle,
actuellement elles sont employées dans plusieurs domaines. En thérapeutique, la menthe
s’utilise contre la fiévre, la faiblesse, la toux, les nausées, les maux de 1’estomac, la
mélancolie, les maladies de poitrines, 1’hystérie, les troubles de la vue, elle présente aussi des
propriétés médicales, on cite a titre d’exemple : stimulante du systéme nerveux, tonique,
stomachique, antiseptique, analgésique, vermifuge. On 1’utilise aussi contre les parasites, les
tiges et les fleurs de la menthe sont bralés pour chasser les puces des matelas et des animaux
domestiques, on peut aussi placer les sachets de menthe auprés des sacs de grains et de

fromage pour chasser les rongeurs [29]

1.5.2. Généralité sur la menthe pouliot

La menthe pouliot (Mentha pulegium L.) est une plante herbacée de la famille des
Lamiacées. Connue depuis I'Antiquité comme plante médicinale, elle ne fut rattachée aux
menthes qu'a I'époque moderne. Apres avoir été trés estimée jusqu'a la Renaissance, sa
consommation méme sous forme d'infusion, est maintenant déconseillée en raison de la
présence d'un composant tres hépatotoxique, la pulégone, pouvant parfois étre présent dans
une concentration élevée [29]. Le pouliot a une odeur trés pénétrante, une saveur acre et amere
[30].

Figure 5 : Plante de la mente pouliot.



1.5.3. Composition chimique de la menthe pouliot

Selon les Normes I1SO : NF T 75-233 (la menthe pouliot) contient :

= Huile essentielle : 1 a 5%, la plupart des huiles essentielles du commerce sont surtout
riches en (R)-(+)-pulégone (teneur compris entre 14 et 90 %) ; celle-ci est accompagnée de
menthone (10 a 31%), de néo-isomenthol (jusqu’a 21 %)....;

» Dérivés d’acides hydroxycinnamiques (tanins typiques des lamiacées) =5%, cOmposes
surtout d’acide rosmarinique (=3%) ;

= Flavonoides : diosmine, hespéridine [31].

» Des matieres cellulosiques et pectiques, du sucre etc... [32].

1.5.4. Origine et distribution géographiques de la mente pouliot
Cest une espéce spontanée dans I'ensemble de [I'Europe, l'ouest de
I'Asie (de Chypre au Turkménistan) et le nord de I'Afrique (du Maroc a I'Egypte) ;
o Europe de I'Ouest, Ukraine, Russie ;
o Asie tempérée: Turquie, lran, Israél, Liban, Syrie, Caucase, Russie, Kazakhstan,

Turkménistan.

En France, cette plante est irrégulierement répartie; tandis qu'elle manque dans de vastes

contrées, méme siliceuses, elle surabonde dans d'autres.

La menthe pouliot s'est naturalisée dans de nombreux pays: Australie, Nouvelle-
Zélande, Etats-Unis, Brésil, Argentine, Chili, Uruguay. Elle est cultivée en Géorgie, Inde,
Europe, Canada, Etats-Unis, Mexique, Cuba, Brésil, Chili [33].

1.5.5. Description botanique de la menthe pouliot
La menthe pouliot, de nom latin Mentha poulegium L., est une plante originaire

d'Europe, d'Afrique du Nord et d'Asie mineure :

o Elle fait partie de la famille des Lamiacées.

o Elle mesure de 10 a 55 cm de haut.

e On la trouve principalement dans les milieux humides tels que les champs et les
prairies, les bords des mares... C'est une plante vivace qui colonise rapidement les
milieux qui lui sont favorables par son rhizome.

o Les tiges ont une section carree, elles sont dressees ou couchées et trés ramifiées.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Europe
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asie
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%8Ele_de_Chypre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Turkm%C3%A9nistan
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maroc
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89gypte

o Les feuilles font 1 cm de long et sont ovales, opposées a apex obtus, légérement
dentées.
o La floraison a lieu de juillet a fin septembre. Les fleurs sont de couleur rose-mauve,

formées de quatre lobes. Les quatre étamines sont saillantes [34].

1.5.6. Utilisations médicinales traditionnelles de la menthe pouliot

La plante Mentha pulegium L. a été utilisée généralement contre les maladies
infectieuses et elle s’est révélée efficace contre ces problémes sans aucune base scientifique
pour expliquer cette action. L'augmentation de la résistance aux antibiotiques des agents
pathogenes associés a des maladies infectieuses ainsi que des effets indésirables des
antibiotiques a suggére I'utilisation d'huile de Mentha pulegium L. comme l'antibiotique ou de
remplacement. Une autre utilisation de cette plante est bien considérée comme un insectifuge,

tant pour I'nomme et des animaux domestiques [34]

1.5.7. Utilisations médicinales

Un bon tonique digestif, il stimule les sucs digestifs, soulage les flatulences et les
coliques ; un bon reméde pour les maux de téte et d'infections respiratoires mineures aidant a
garder la fievre et la congestion a vérifier ; un puissant stimulant au muscle utérin
encourageant la menstruation ; I'externe il peut étre utilisé pour soulager les rhumatismes et

compris la goutte. [34]
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Chapitre 2:

Géneéralités sur les

nanoparticules d’argent




2. Généralité sur les nanoparticules

Les nanotechnologies sont I’objet d’un intérét considérable ces dernieres années. Définie
par Ferrari comme étant la science impliquant la manipulation de la matiére fabriquée par
I’homme a 1’échelle nanométrique, les nanoparticules (NPs) possédent au moins une
dimension compris entre 1 et 100 nm. Les NPs possédent des propriétés qui résultent du fait

de leur tres petite dimension qui se situe entre les atomes et les molécules.

2.1. Définition de nanoparticules

Une nanoparticule est un assemblage de quelques centaines a quelques milliers
d’atomes. Cette définition exclut donc les objets dont la plus petite dimension inférieure a 100
nm. A titre de comparaison avec les structures organiques naturelles, les nanoparticules se
situent principalement dans la gamme de taille correspondant aux protéines (Figure 6).

La plupart des nanoparticules sont des agrégats de petites molécules es ou d’atomes [35].

Atomes Molecules FProteines Virus Bacteries Cellules
2. v .
/ ,-'i‘ * my,’ /
.'5‘ - R T s’
< > v
o A Nt 7

Lol coomd vl v vl v
1A 1nm 10 nm 100 nm 1pm 10 pm 100 pm

Figure 6: Gamme de tailles des nanoparticules comparées a celles des principales structures
chimiques et biologiques.
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2.2. Origine des nanoparticules
2.2.1. Nanoparticules naturelles

Elles sont produites a la fois a la suite d’événements naturels tels que D’activité
volcanique, les réactions de photosynthése ou encore 1’activité marine. On peut en retrouver
dans les poussieres désertiques. Les nanoparticules sont aussi observées lors du phénomene de
combustion. Certaines bactéries et levures peuvent réduire la toxicité d’un environnement
agissant sur les ions métalliques et en formant des complexes insolubles sous forme des

nanoparticules [36]

2.2.2. Nanoparticules artificielles (industrielles ou manufacturées)

Elles sont produites intentionnellement a 1I’échelle industrielle par ’homme, a 1’aide de
différents matériaux tels que les oxydes métalliques, les métaux, le carbone, les polymeres et
les lipides [37].

2.2.3. Nanoparticules accidentelles
Elles proviennent des procédés chauds par exemple: feux de bois, gaz d’échappement de

véhicule, freinage... [38].

2.3. Nanoparticules d’argent
2.3.1. Définitions

Parmi les différentes nanoparticules métalliques, les nanoparticules d’argent (AgNPs)
sont l'un des nanomatériaux les plus essentiels et les plus fascinant [39]. Et elles ont attiré
beaucoup d'attention dans le domaine scientifique [40]. Grace a leur taille extrémement
réduite, les AgNPs possédent une grande surface, ce qui leur offre une énergie de surface
élevée et plusieurs sites réactifs. Ces caractéristiques qualifient les AgNPs comme I'un des
matériaux les plus prometteurs en catalyse[41], médecine, dispositifs médicaux,
pharmacologie, biotechnologie, I'électronique, lI'ingénierie, I'énergie, les champs magnétiques,

ainsi que la remédiation environnementale [42].

12



2.3.2. Propriétés des nanoparticules d’argent
2.3.2.1. Propriétés physiques et chimiques de ’argent

Les propriétés physiques de I’argent sont données en tableau 1. Ses différents états
d’oxydation sont : Ag®, Ag*, Ag?*, Ag>'. Il se trouve sous forme de trace dans la nature, d’un
aspect brillant, de couleur blanc, et une forme malléable [43].

L’argent ionique Ag+, forme des sels ou des complexes (exemple: AgNOs, AgCl)
solubles ou insolubles par 1’association avec d’autres élémentS organiques ou inorganiques
[43].

Tableau 1: Propriétés physique de I’argent.

Numéro atomique 47
Masse atomique (g/mol) 107.87
Densité (g/cm?3) 10.5
Rayon atomique (nm) 0.153
Résistivité électrique (ulcm) 1.59
Température de fusion (k) 1235.43
Température de d’ébullition (k) 2485
Conductivité thermique (w m-t K1) 429
Electronégativité 1.93

2.3.2.2. Propriétés biocides de I’argent

Depuis la fin des années 1990, I’utilisation des nanoparticules d’argent colloidal connait
un essor extrémement important en raison de leur réactivité élevée, et leur pouvoir a limiter la
propagation des infections, ainsi que I’amélioration de I’hygiéne quotidienne. Elles ont
également une capacité a libérer progressivement, et de maniere contr6lée et durable, les ions

Ag+.

Les nanoparticules d’argent sont couramment utilisées pour leurs propriétés bactéricides
dont leur état d’oxydation joue un grand role. En effet, seules les nanoparticules d’argent
contenant la forme oxydée sont toxiques au contraire des nanoparticules métalliques de degré
d’oxydation nul. La toxicité augmente lorsque la taille des nanoparticules diminue ce qui est
directement corrélé avec une augmentation de la fraction d’ions Ag+ adsorbee en surface des
particules [44].

2.3.2.3. Propriété désodorisante:
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Le nano-argent a des propriétés désodorisantes employées dans des réfrigérateurs pour

éliminer les mauvaises odeurs [44].

2.3.3. Méthodes de syntheses des AgNPs
2.3.3.1. Méthodes physiques

Les méthodes mécaniques, telles que I'nomogénéisation et le broyage ont été utilisées
pour préparer des nanoparticules d'argent pour application antimicrobienne. Cependant, les
nanoparticules d'argent obtenues ont formé des agrégats et ont montré un mauvais effet
bactéricide et inhibiteur. Dans les procédés physiques récents, les nanoparticules d'argent sont

généralement synthétisées par évaporation-condensation [45].

2.3.3.2. Méthodes chimiques
Les méthodes chimiques de préparation de nanoparticules d’argent incluent la réduction
chimique en solution aqueuse ou organique, la réduction électrochimique, la voie micellaire

inverse, la réduction biochimique ...etc.

De par sa simplicité, la synthése de nanoparticules par réduction chimique est la
technique la plus utilisée pour former des solutions colloidales de nanoparticules métalliques
[46] [47].

2.3.3.3. Méthodes biologiques (la bio-réduction)

La synthése verte des nanoparticules émerge progressivement comme une branche clé de
la nanotechnologie dans laquelle les nanoparticules sont produites a I'aide d'entités biologiques
[48], ou la paroi cellulaire chargée négativement interagit électrostatiquement avec les ions
métalliques chargés positivement et bio-réduit les ions metalliques en NPs.

Cette méthode peut étre considérée comme une approche respectueuse de
I'environnement et également comme une technique a faible colt a haut rendement, et non
toxique, simple, fiable, une densité élevée, la stabilité et la solubilit¢ immeédiate des
nanoparticules préparées dans 1’eau [49].

a) Les bactéries

L’utilisation de bactéries gagne rapidement une importance en raison de son succes

croissant, de sa facilité de manipulation et de sa modification genétique. Les AgNPs ont été

synthétisées en utilisant a la fois des bactéries gram-positives et gram-négatives pour former
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ces nanoparticules d’argent, il faut savoir que certaines bactéries ont la capacité de
produire des nanoparticules intracellulaires tandis que d’autres produisent des AgNPs
extracellulaire.
Les bactéries utilisent couramment le nitrate comme source principale d'azote, grace a quoi le
nitrate est converti en nitrite par la nitrate réductase, en utilisant le pouvoir réducteur d'une

forme réduite de nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) [50].

licheniformis

(cell)

Bacillus

agquecous

Figure 7: Mécanisme de la biosynthése des nanoparticules d’argent a base des bacteries [50]

b) Les champignons

Les champignons ont un potentiel de synthese de NPs meétalliques en raison de la
capacité de bioaccumulation des métaux et de leur tolérance, de leur capacité de liaison élevée
et de leur absorption intracellulaire qui sont faciles a manipuler dans une installation de
recherche par rapport aux bactéries, aussi ils sécrétent d’énormes enzymes catalysant la
réduction de la solution d’AgNOz3 ce qui tend & augmenter considérablement la rentabilité de

cette approche synthétique [51].

C) Les plantes
Les plantes sont considérées comme une trés bonne méthode pour la synthese rapide des
nanoparticules d’argent en raison de leur large spectre de métabolites secondaires bioactifs,

tels que les polyphénols, les flavonoides, les terpénoides, les acides amineés, les protéines et les
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enzymes, qui pourraient améliorer la synthése des nanoparticules, en jouant un réle
d'agent stabilisant ou réducteur [52].

Les parties des plantes comme les racines, la tige, les graines et les feuilles sont
principalement utilisées pour la synthése des NPs. Le point intéressant est I'agent actif présent

dans ces parties [53].
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Chapitre 3:

Synthese, caracterisation
et application




3.1. Synthese verte des nanoparticules d’argent

X/
°

X/
L X4

La synthése verte des nanoparticules émerge progressivement comme une branche clé de
la nanotechnologie dans laquelle les nanoparticules sont produites a l'aide d'entités
biologiques [54], ou la paroi cellulaire chargée négativement interagit électro
statiquement avec les ions métalliques chargés positivement et bio réduit les ions

métalliques en NPs [55].

Cette méthode peut étre considérée comme une approche respectueuse de I'environnement
et également comme une technique a faible colt a haut rendement, et non toxique [56],
simple, fiable, une densité élevée, la stabilité et la solubilité immédiate des nanoparticules
préparées dans 1’eau [57], par rapport aux méthodes de synthese chimique et physique qui
indiquent une faible biocompatibilité et présentent des risques biologiques latents
consommant une énergie importante, nécessitant une pression élevée, colteuses et ont un

faible rendement

En raison de sa nature relativement polyvalente les extraits de métabolites secondaires
collectés a partir des sources biologiques contiennent de nombreuses biomolécules tels
que des enzymes, des protéines, des flavonoides, des stérols, des triterpénes, des
triterpénoides et des saponines qu’ils ont des propriétés réductrices et antioxydantes
responsables de la réduction des composés meétalliques dans leurs nanoparticules

respectives [58].

Certains des agents réducteurs et /ou stabilisants utilisés pour la production de
nanoparticules d'argent par synthese verte sont : les bactéries, les champignons, les
polysaccharides, et les plantes qui font I’objet du présent travail, et qui sont considérées
comme une trées bonne méthode pour la synthése rapide des nanoparticules d’argent en
raison de leur large spectre de métabolites secondaires bioactifs, tels que les polyphénols,
les flavonoides, les terpénoides, les acides amines, les protéines et les enzymes, qui

pourraient améliorer la synthése des nanoparticules, en jouant un role d'agent stabilisant

17



ou réducteur [59]. Les parties des plantes comme les racines, la tige, les graines et les
feuilles sont principalement utilisées pour la synthese des NPs. Le point intéressant est

I'agent actif présent dans ces parties.

% 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 vegétal. Les protéines réduisent les ions Ag+, entrainant leur changement de
structure secondaire et la formation des noyaux dargent qui se développent
successivement par la réduction supplémentaire des ions Ag*, et leur accumulation au
niveau des noyaux conduisant a la formation des AgNPs [60].

Agt+e — Ag°

s Apres la sélection de I'extrait de plante, les principaux parametres affectant sont la

concentration de I'extrait, la température, le sel métallique, le pH et le temps de contact.

3.1.1. Mécanisme de formation de nanoparticules d’argent [61]
Le processus de formation des nanoparticules métalliques est souvent vu comme la
succession de plusieurs étapes. De nombreux parametres peuvent intervenir dans la formation

des nanoparticules: température, concentration et nature des réactifs et du réducteur.

3 —2
@ ‘ .‘ Reducllon = =
3§3 T @cs :

Figure 8: la réduction des AgQNOs en nanoparticules d’argent
3.1.1.1. La nucléation
Les précurseurs métalliques sont dissous puis réduits pour donner des atomes
métalliques de valence zéro. La sursaturation élevée en atomes insolubles conduit a la
formation de petits agrégats par collision. Cette seconde étape est appelée la nucléation : elle

correspond a la formation localisée d’une nouvelle phase solide thermodynamiquement stable

au sein d’une phase liquide. La formation de nucléi entraine aprés un certain temps, une

18



diminution de la sursaturation. Par conséquent le taux de nucléation diminue et le nombre de

particules dans le systéme devient constant.

3.1.1.2. Lacroissance

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

rapidement.

3.1.1.3. Le murissement

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

petites particules vers les plus grosses.

3.2. Caractérisation des nanoparticules d’argent [62]

La partie la plus importante de la recherche sur les nanoparticules est la caractérisation
qui est généralement basée sur la taille, la morphologie, la cristallinité, la charge et la
composition des NPs. Les techniques les plus utilisées pour la caractérisation des NPs
comprennent généralement la spectroscopie ultraviolette visible (UV-Vis), Potentiel zéta, la

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

Potentiel z&ta

Figure 9 : les caractérisations des nanoparticules
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3.3. Applications médicales des nanoparticules d’argent
L'argent est largement utilisé depuis Il'antiquité comme agent thérapeutique pour de

nombreuses maladies [62] :

3.3.1. Implants cardiovasculaires

Le premier appareil cardiovasculaire recouvert d’un élément Ag était une valve de foyer
en silicone prosthétique pour diminuer la survenue d’une endocarticule. Cette utilisation de
I’Ag a été proposée pour éviter la contamination bactérienne sur la valve en silicone et réduire

la réaction inflammatoire du coeur [63].

3.3.2. Cathéters

Les cathéters recouverts d’argent ont montré une activité antimicrobienne importante in
vitro et empécher la formation de biofilm contre les agents pathogénes (E. coli, Enterococcus,
S. aureus, coagulase négative staphylococci, P. aeruginosa et C. albicans) [64]. Et peuvent
réduire de manicre productive les bactéries jusqu’a 72h dans les modéles animaux, et ceux-ci

ne sont pas toxique [63].

3.3.3 Pansements

Les pansements contre les blessures a base d’Ag ont été utilisés pour traiter cliniquement
différentes blessures, telles que les brulures, le pemphigus et la nécrose épidermique toxique,
acceélérer la ré-épithélialisation bien que, maintenant la formation de nouveaux tissus c.a.d.
I’angiogenése et 1’expansion [63]. Ils sont aussi utilisés pour les ulcéres chroniques de la

jambe, les plaies diabétiques et les blessures traumatiques [65].

3.3.4. Dentisterie

Les AgNPs ont été utilisés dans les instruments, les composites dentaires et les
bandages, dans les adheésifs orthodontiques pour maintenir la force de liaison au cisaillement
de I’adhésif orthodontique tout en augmentant sa résistance aux bactéries. En diminuant la
colonisation microbienne des matériaux de revétement, et en améliorant la compétence
antifongique. Les AgNPs joint dans les obturations endodontiques a montré un impact
antibactérien prolongé contre Streptococcus milleri, Staphylococcus aureus et Enterococcus
faecalis [63].
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3.3.5. Tissus imprégnés de nanoparticules pour vétements cliniques

Un groupe de chercheurs a exploré la combinaison de l'utilisation des propriétés
bactériolytiques du lysozyme et des propriétés biocides des AgNPs pour la synthése de
revétements antimicrobiens sur des instruments médicaux. Les AgNPs ont éteé utilises pour
produire, des autonettoyants, des gants chirurgicaux réutilisables, des robes de patient et des
pansements antibactériens, des couvertures défensives, des combinaisons contre les risques

biologiques [63].

3.3.6. Utilisation de nanomatériaux pour I'administration de médicaments
L’administration de médicaments a 1’aide de NPs est une stratégie prometteuse pour
I’amélioration de la biodisponibilité de chimiothérapies, de radiothérapies, de radionucléides
et d’anticorps aux cellules tumorales. Apres une administration systémique et locale, elles
peuvent affecter I'absorption cellulaire, la distribution biologique, la pénétration dans les

barrieres biologiques et les effets thérapeutiques résultants [66].

3.4. Activités biologiques des nanoparticules d’argent
Les AgNPs ont recu une énorme attention des scientifiques en raison de leur

remarquable défense contre divers micro-organismes pathogenes [67].

3.4.1. Activité antibacterienne

s Les AgNPs se sont avérés des fongicides efficaces contre un large spectre de bactéries, y
compris les bactéries Gram-négatives et Gram-positives, notamment Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans et Bacillus
subtilis Bacillus. Le rapport surface/volume élevé des AgNPs augmente leur contact avec
les micro-organismes et favorise la dissolution des ions argent, renforcant ainsi I'effet
bactéricide [68]

+« L'activité bactéricide des AgNPs dépend de plusieurs propriétés morphologiques et
physicochimiques (telles que la taille, la forme et la surface). Les AgNPs de plus petite
taille sont plus susceptibles de traverser la membrane cellulaire et d'entrer dans la cellule,
empéchant la croissance bactérienne. La concentration d'’AgNPs varie avec chaque type de
bactérie [69].
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3.4.2. Activité antifongique

Les AgNPs ont une forte activité antifongique sur Candida albicans, Candida glabrata,
Candida parapsilosis, Candida krusei, Trichophyton mentagrophytes [70] Bipolaris
sorokiniana par I’inhibition de la germination des conidies [66]. Par exemple 1’activité
antifongique des AgNPs contre C.albicans pourrait étre exercée en perturbant la structure de la
membrane cellulaire et en inhibant le processus de bourgeonnement normal en raison de la

destruction de I’intégrité de la membrane [64].

3.4.3. Activité anti-inflammatoire

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

site de I’inflammation [68]

3.4.4. Activité antivirale

Les nanoparticules ont un fort potentiel antiviral en raison de leurs interactions multiples
avec la glycoprotéine récepteur et / ou enveloppe virale, ils peuvent inhiber la multiplication
virale a l'intérieur de la cellule hdte en empéchant la réplication ou en bloquant I'entrée de
particules virales a I'intérieur de la cellule hote [69]. Comme le virus de I’immunodéficience

humaine (HIV-1), virus de I’hépatite B et virus syncytial respiratoire [70].

3.4.5. Activité Anticancéreuse

«» 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-angiogéniques et anti-proliferatives et la facilité de leur suivi dans le corps
[71].

% La propriété antiproliférative dans les cellules cancéreuses est due a leur capacité a

endommager I'ADN, a briser les chromosomes, a produire une instabilité génomique et a
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perturber I'homéostasie du calcium (Ca?*) qui induit I'apoptose et provoque une instabilité
du cytosquelette. La lésion cyto-squelettique bloque le cycle et la division cellulaire,
favorisant I'activité anti proliférative des cellules. [71] ont démontré que les AgNPs (15
nm) peuvent induire l'apoptose et ameliorer la radiosensibilité sur les cellules

cancéreuses) [62].
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Figure 10: Les mécanismes possibles des AgNPs a induire une cytotoxicité dans les

lignées cellulaires cancéreuses [66]

3.4.6. Activité antidiabétique
Les AgNPs piegent les radicaux libres et réduisent les niveaux d'enzymes qui
provoquent I'nydrolyse des glucides complexes (a-glucosidase et a-amylase), ce qui entraine

une augmentation du taux de consommation de glucose [72].

3.5. Toxicité des AgNPs

Cette toxicité est déterminée par de nombreux facteurs, notamment la taille des
particules, le type de matériau de revétement et la structure morphologique. De nombreux
rapports ont démontré que la cytotoxicité des AgNPs dépend de la taille [73].
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Chapitre 4 :
Materiel et methodes




4. Matériel et méthodes
4.1 Matériel utilisé
4.1.1. Balance électrique

Nous avons utilisé une balance électrique de précision de la marque KERN ET SOWN
Gmbh plateau 118 mm, balance multi-talent, pour le laboratoire ou les usages industriels
difficiles.

4.1.2. Agitateur magnétique chauffant
L'agitateur magnétique chauffant est un appareil permettant de mélanger deux

composants de facon homogene.de la marque Ika® RH basic 2 IKAMAG®, plaque inox.

4.1.3. Homogénéisateur

L'homogénéisateur a haute pression ou homogénéisateur a filiere est un appareil qui
consiste a rendre homogene deux matieres, c'est-a-dire a les mélanger efficacement. 1l produit
des particules microscopiques ayant une granulométrie identique. Il est alors possible de

mélanger deux substances qui ne se mélangent pas habituellement.

4.1.4. Microscope optique
La microscopie optique permet de visualiser des objets ou des détails invisibles pour nos

yeux, dont la résolution est trop faible.

4.1.5. PH-métre

UN pH-meétre est un appareil, souvent électronique, permettant la mesure du pH
(I'acidité ou l'alcalinité) d'une solution a l'aide d'une échelle numérique de 1 a 14. Il est le plus
souvent constitué d'un boitier électronique donnant la possibilité de I'affichage de la valeur
numérique du pH et d'une sonde de pH.

4.1.6. Centrifugeuse
La centrifugation est un procédé de séparation des composés d'un melange en fonction

de leur différence de densité en les soumettant a une force centrifuge. Le mélange a séparer
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peut étre constitué soit de deux phases liquides, soit de particules solides en suspension dans
un fluide. L'appareil utilisé est une machine tournante a grande vitesse appelée centrifugeuse.

4.1.7. Chauffe ballon

La chauffe ballon utilisé est de la marque Wisd Therm (heating mantle). Volume de 1L

4.1.8. Spectroscopie UV-Visible

Est une technique quantitative utilisée pour mesurer la quantité de lumiere absorbée par
une substance chimique. Cela se fait en mesurant I’intensit¢ de la lumiére qui traverse un
échantillon par rapport a 1’intensité de la lumiére a travers un échantillon de référence ou un
blanc.
4.1.9. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Est une technique analytique efficace pour identifier rapidement la «famille chimique»

d'une substance.

4.1.10. Diffraction des rayons X (DRX)
La diffraction des rayons X (DRX) est une technique analytique qui permet 1’étude des

différentes phases des matériaux cristallins.

4.1.11. Potentiel zéta

Le potentiel zéta d'une particule ou d'une nanoparticule en suspension ou en solution
représente la charge électrique due aux ions qui I'entourent. Le potentiel zéta est la mesure de
I'intensité de la répulsion / attraction électrostatique ou électrique entre particules.

4.2. Produits utilisés
4.2.1. Matiere végétale utilisée
> La menthe pouliot utilisée provient de la région de ouled yeich wilaya de blida, récoltee
au mois d’avril et identifiée comme Mentha pulegium L..
Les feuilles fraiches de la menthe pouliot ont été séparées des tiges et laissées sécher a

température ambiante a l’air libre et a 1’abri de la lumiere et cela pendant 48h.
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> Nous avons recueilli des feuilles de plantes des arbres de 1’Université de Saad dahleb
Blida 1 et assisté a I’extrait en prenant une quantité de feuilles et lavé avec de 1’eau
distillée, puis séché

24 heures dans le laboratoire a température ambiante

4.2.2. Réactifs

Les réactifs utilisés pour la synthése des AgNPs ainsi que pour la caractérisation sont :

AgNOQOg; éthanol; xanthane.

4.2.3. Présentation des excipients de la formulation
La creme formulée a base de 1% de la solution des AgNPs, contient 8 excipients qui

sont illustrés dans le tableau suivant ainsi que leurs réles :

Tableau 2: les excipients utilisés dans la creme formulée

Excipients Roles
Myristate isopropylique Emulsifiant
Acide stéarique Acidifiant
Alcool cétylique Stabilisant
Polyoxyl 40 stéarate Emulsifiant
Lauryl sulfate de sodium Emulsifiant
Propyléne glycol Solvant

4.2.3.1. Emulsifiants

Les émulsifiants sont des additifs alimentaires utilisés pour aider a mélanger deux
substances qui normalement se séparent lorsqu'elles sont combinées (par exemple : I'huile et
I'eau). Les émulsifiants ont une partie qui aime I'eau (hydrophile) et une partie qui aime I'huile
(hydrophobe). Lorsqu'ils sont ajoutés a un liquide non miscible, leurs molécules se placent le
long de la couche dite interraciale ou I'huile se sépare de I'eau. Ici, I'émulsifiant est placé de
telle sorte que sa partie hydrophile est tournée vers la phase aqueuse et sa partie hydrophobe
est tournée vers la phase huileuse, ce qui permet a I'eau et a I'huile de se disperser finement
I'une dans l'autre. En fin de compte, I'émulsifiant crée une émulsion stable, homogeéne et lisse.
[74]
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4.2.3.2. Acidifiants
Ils augmentent I'acidité d'une denrée ou servent a améliorer la qualité organoleptique
d'un produit en lui donnant une saveur acide. Ce sont souvent des acides organiques comme

les acides lactique, citrique, ou acétique [74].

4.2.3.3. Agents stabilisants

Les agents stabilisants font partie des additifs technologiques qui modifient la structure
physico-chimique et améliorent la durée de vie des produits, au méme titre que les
conservateurs, les antioxydants, etc. Ils ont pour fonction d’assurer la gélification d’un produit,

sa viscosité et sa fluidité [74].

4.3.Caracteérisations des solutions d’argent colloidal
4.3.1. UV-Visible

La spectrophotométrie UV-vis est I’une des techniques les plus couramment utilisées
pour la caractérisation des nanoparticules synthétisées qui est également utilisée pour vérifier
les AgNPs synthétisées. Le spectre d’absorption des AgNPs dépend du la morphologie, forme,
taille et environnement chimique des nanoparticules synthétisées. De nombreuses études ont
montré que les AgNPs produisent les bandes d’absorption a environ 200-800 nm dans la
longueur d’onde du spectre UV-visible et il est utilisé pour la caractérisation de nanoparticules
avec une gamme de 2-100nm [74].

Figurell: Appareil d’UV-visible équipé d’un microordinateur.
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4.3.2. Spectroscopie Infrarouge a transformer de fourrier (FTIR)

La spectroscopie FTIR est utilisée pour étudier la chimie de surface des nanoparticules
métalliques et pour trouver savoir si les biomolécules sont impliquées dans la synthese des
nanoparticules. Le FTIR est un non-invasif, approprié, précieux, rentable, et une technique

simple pour étudier le role des biomolécules dans la réduction de I’ AgNO3 émargent [74].

Figure 12 : Spectrométre infrarouge a transformée de Fourrier (FTIR).

4.3.3. Diffraction des rayons X (DRX)

L’identification de la phase et la détermination de la structure cristalline des NPs
peuvent étre déterminées par la diffraction des rayons X (DRX). Avec I’aide de DRX, la
présence d’ AgNPs dans le produit de synthése peut étre confirmée. La confirmation a lieu par
identification des pics du spectre DRX caractéristique de la structure cristalline cubique a

faces centrées d’argent métallique [74].

4.3.4. Potentiel Zéta
La mesure du potentiel Zeta est une technique utilisée pour déterminer la stabilité des
Nanoparticules [74].
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Figure 13 : Potentiel zéta.

4.4. Méthode de biosynthése des nanoparticules d’argent
4.4.1. Préparation de la solution AgNOs

La masse d’AgNOs prise pour la préparation de la solution est calculée selon la formule
suivante :

== (4.1)

n
C=-
14 MV

Donc:
m=CXVXxXM 4.2)

Selon des travaux effectués précédemment, la concentration a été fixéea C =102 M.
D’autre part la masse moléculaire d’AgNOszest : M= 169.87 g/mol.
Pour un volume V =1000 ml ;
m=10"3x1x 169.87 d’ou:m = 0,16987 g
Ensuite nous avons suivi les étapes suivantes :
e prendre une masse de 0.16987 g d’AgNOs3;

e dissoudre la quantité dans un volume d’un 1 litre d’eau déminéralisée ;

e mélanger la solution jusqu'a la dissolution compléte d’ AgNOa.
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Figure 14:preparation de la Solution d’AgNO:s.

4.4.2. Préparation des extraits des plantes

Les extraits des deux matiéres vegetales utilisées a savoir Mentha Pulegium et Melia
Azedarach sont des extraits a eau c’est a dire que le solvant utilisé pour I’extraction est I’eau
déminéralisée.

La méthode consiste & :

e Peser 50 g des feuilles de la matiere végétale ;

e Lesrincer tres bien avec de I’eau déminéralisée ;

e Introduire les feuilles dans un ballon de 1L;

e Verser 500 g de I’eau déminéralisée sur les feuilles ;

e Mettre le ballon dans le chauffe ballon pendent 1 h sous une température moyenne de
T=70°C;

o Filtrer le mélange a I’aide d’un papier filtre whatman et récupérer 1’extrait aqueux pour

chaque plante.

Figure 15:1a macération de la plante de melia Azadirachta
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4.4.3. Préparations des échantillons étudiés

Le tableau ci-dessous rassemble la préparation des 5 échantillons a base des plantes Mentha
Pulegium et Melia Azedarach dont le but de biosynthétiser des nanoparticules d’argent :
Tableau 3 : Méthode de synthése de cing solutions des AgNPs a base des extraits aqueux

différents.

Solutions
des AgNPs Meéthode

» Prendre 40 ml de la solution d’AgNOs3 dans un erlenmeyer ;

» Sur une plaque d’agitation chauffante introduire 10 ml de la solution
Solution 1 d’extrait de Mentha Pulegium ;

» Fixer la température a 80°C ;

» Assurer I’agitation jusqu’au changement de couleur de la solution.

» Prendre 40 ml de la solution d’AgNOs3 dans un erlenmeyer ;

» Sur une plaque d’agitation chauffante introduire 10 ml de la solution
d’extrait de Melia Azedarach ;

Solution 2 » Fixer la température a 80°C ;

» Assurer I’agitation jusqu’au changement de couleur de la solution.

» Prendre 40 ml de la solution d’AgNOs dans un erlenmeyer ;

Sur une plaque d’agitation chauffante introduire 5ml de la solution
d’extrait de Melia Azedarach et Sml de la solution d’extrait de Mentha
Solution 3 Pulegium ;

Fixer la température a 80°C;

Assurer ’agitation jusqu’au changement de couleur de la solution.

A\

Prendre 40 ml de la solution d’AgNOz dans un erlenmeyer ;

Sur une plaque d’agitation chauffante introduire 7.5 ml de la solution
d’extrait de Melia Azedarach et 2.5 de la solution d’extrait de Mentha
Solution 4 Pulegium ;

» Fixer la température a 80°C ;

» Assurer I’agitation jusqu’au changement de couleur de la solution.

V V| VV

» Prendre 40 ml de la solution d’AgNO3 dans un erlenmeyer ;
» Sur une plaque d’agitation chauffant introduire 2.5 ml de la solution
d’extrait de Melia Azedarach et 7.5 de la solution d’extrait de Mentha
Solution 5 Pulegium.
» Fixer la température a 80°C ;
» Assurer I’agitation jusqu’au changement de couleur de la solution.
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4.5 Methode de formulation de la créme

Avant d’entamer la fabrication d’un médicament, il faut d’une part, s’assurer de la
qualité des matieres premieres et de tous les ingrédients de la formulation (principe actif,
excipients, eau et conditionnement) qui doivent étre conformes aux exigences de la
réglementation. Et d’autre part, il faut vérifier que le procédé de fabrication et la méthode de
dosage du PA sont validés et que tout le matériel utilise est qualifiés.

Dans cette formulation, nous avons choisi la cinquieme solution des AgNPs comme
principe actif (PA) qui est a base de 2.5 ml de la solution d’extrait de Melia Azedarach et 7.5
de la solution d’extrait de Mentha Pulegium. Ce choix a été gouverné par 1’obtention d’une
meilleure absorbance dans le domaine UV-visible par rapport aux autres solutions des AgNPs

biosynthétiser.

Incorporation des matiéres premieres: solution A

Dans un bécher de 250 ml incorporer successivement:

o  Myristate iSOPropylique. ... ..c.ooviiriiiiiii e 1.5¢
o Polyoxyl 40 stéarate...........ccovivriiiiiiiii e 19

o Alcool CetyliqQUe. ... ..o, 2.59
®  ACIHE StEATIQUE. ... vieetetie et 2.5¢g

A T’aide d’un agitateur a hélice mélanger les excipients sous une température fixée a

70°C jusqu'a ce que nous ayons un melange homogeéne.

Sty

Figurel6:Incorporation des matieres premieres

32



Dissolution de lauryl sulfate de sodium : solution B

e Dans un bécher on met une quantité de I’eau purifiée............ 41.92¢
e Chauffer I’eau purifiée jusqu’a T=70°C
e Sous agitation, incorporer lauryl sulfate de sodium...................... 0.08g

e Laisser pendant 15 min jusqu’a la dissolution complete de lauryl sulfate de sodium.

Introduire

Figure 17: la dissolution de lauryl sulfate de sodium dans 1’eau purifiée.

Préparation de la créme

» Dans un bain remplie de 1’eau glacée refroidir la solution B jusqu’une température
T=40°C.

» Sous agitation introduire la solution B dans la solution A.

A\

Apreés 10 min d’agitation on met notre créme sous homogénéisation.
» Enfin, verser 1 g de PA (solution 5) et continuer I’homogénéisation a faible vitesse

jusqu'a I’obtention d’une créme homogene.

4.5.1. Caractérisation de la creme
La caractérisation de la creme formulée est basée sur la détermination des propriétés
organoleptiques, la mesure du pH, le test de centrifugation, 1’observation au microscope

électronique et 1’étude du comportement rhéologique.

4.5 Activité antibactérienne
4.6.1. Souches de référence utilisées
Trois souches de référence, du laboratoire de microbiologie de 1’entreprise

pharmaceutique groupe Saidal (Dar El Beida), ont été utilisées pour bien tester nos produits:
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e Escherichia coli
e Staphylocoques aureus

e Pseudomonas aeruginosa

4.6.2. Application des disques d’antibiotique

Les disques d’antibiotiques, choisis explicitement en fonction de la nature du germe, ont
été deposes sur la gélose MH ensemencée, a I’aide d’une pince stérile. Ensuite 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 1’aide d’une régle, du diamétre d’inhibitions caractérisé par une zone

dépourvue de croissance bactérienne autour du disque.

4.6.3. Méthode de diffusion sur gélose
I1s existent trois méthodes pour I’évaluation de L’effet antibactérien des AgNPs,

e La méthode de diffusion sur gélose,
e L’association Antibiotique-Nanoparticules d’argent,
e Ladétermination de I’activité antibactérienne des AgNPs en milieu liquide.

Dans ce travail nous avons testé le pouvoir antimicrobien de la cinquieme solution
d’AgNPs basée sur des teneurs en volume de 7.5 ml de Mentha pulegium et de 2.5 ml de
Melia Azedarach ; ainsi que la creme formulée, par la méthode de diffusion sur gélose.

4.6.3.1. Principe
Cette méthode permet de déterminer 1’activité inhibitrice de croissance des biocides par
la mesure du diamétre d’inhibition autour d’un disque de papier Whatman imprégné par les

différentes dilutions de la solution a tester

4.6.3.2. Préparation des disques
Les disques sont préparés a partir de papier Whatman .A 1’aide d’un emporte-piéce, le papier
Whatman a été découpé en des disques de 6 mm de diamétre. Par la suite, ces disques sont mis

dans un tube a essai, et stérilisés a I’autoclave a 120 °C pendant 20 minutes.
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Figure 18: Disque a papiers Whatman de 6 mm de diamétre.

4.6.3.3. Diffusion de la solution

Les disques de papier Whatman stériles imbibés dans la solution d’AgNPs ont été
déposés a I’aide d’une pince stérile, sur la surface de la gélose MH préalablement ensemencée
des suspensions bactériennes. Par la suite. Les boites sont fermées puis laissés pendant un
certain temps a la température ambiante pour permettre la diffusion des solutions. Ensuite,
elles sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. Cette étape a été réalisée en deux

essais pour chacune des trois souches.

Disque de papier
Whatman imbibe
par le produit Tapibactérien

E—.

Incubationa37°'C
pendant 24 heures

/ 2
Inoculum
bactérien

Boite de pétriavec Diametre
gélose Mueller-Hinton d’inhibition

Figure 19: Principe de la méthode de diffusion par disque.
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Chapitre 5:
Reésultats et discussion




5. Résultats de la biosynthése des AgNPs
La synthése des nanoparticules d’argent est distinguée par un changement de couleur tres

rapide qui différe d’une solution a une autre:

5.1. Virage de couleur des solutions
= Solution 1 (Extrait de La Mentha Pulegium + solution d’AgNO3)
La couleur de la solution a changé distinctement du jaune clair au brun apres 7,4

secondes d’ajout d’extrait de feuilles de Mentha pulegium suggérant la formation d’ AgNPs.

Apres 7,4 secondes

Jaune clair brun

Figure 20: Image représente le virage de couleur de la solution 1.

= Solution 2 (Extrait de Melia azedarach + solution d’AgNO3)
La deuxiéme solution a montré un changement de couleur du jaune clair au brun aprés

6,1 secondes d’ajout d’extrait de feuilles de Melia azedarach suggérant la formation d’AgNPs.

Apres 6,1 secondes

Jaune clair brun
Figure 21: Image représente le virage de couleur de la solution 2.
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= Solution 3 (Sml de solution d’extrait de Melia Azedarach +5ml de la solution d’extrait
de Mentha Pulegium + solution d’AgNO3)
La solution a base des deux extraits a volume égale a donné un changement distinct du
jaune pale au brun colloidale aprées 8,3 secondes suggérant la formation d’ AgNPs

Apres 8, 3 seconde

Jaune péle Brun colloidale
Figure 22: Image représente le virage de couleur de la solution 3.

= Solution 4 (7,5ml de solution d’extrait de Melia Azedarach +2,5ml de la solution
d’extrait de Mentha Pulegium + solution d’AgNO3)
Nous remarquons un virement de couleur passant du jaune pale au brun clair apres 6,9

secondes indiquant la formation d’AgNPs.

Apres 6, 9 seconde

Jaune péle brun

Figure23: Image représente le virage de couleur de la solution 4.
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= Solution 5 (2,5ml de solution d’extrait de Melia Azedarach +7,5ml de la solution
d’extrait de Mentha Pulegium+ solution d’AgNO3)
Un changement rapide de couleur de la cinquieme solution vers un brun colloidale a été

observeé apres 5.1 secondes suggérant la formation d’ AgNPs.

Apres 5, 1 seconde

Jaune péle Brun colloidale
Figure 24: Image représente le virage de couleur de la solution 5.

Un temps de changement de couleur trés rapide laisse penser que cette solution est plus
stable. Toutefois, Le choix d’une bonne solution a utiliser repose sur la caractérisation par
UV-visible.

5.2. Caractérisation des solutions colloidales
5.2.1. PH-métre

Nous avons mesuré le pH des 5 solutions qui sont données sur la figure ci-dessous:
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Figure 25: Valeurs des pH des cing solutions.

Les solutions : 2, 3, 4 et 5 ont montré une acidité stable (environ pH~5) plus en moins

importante par rapport a la premiére solution.
Dans I’ensemble ces valeurs de pH sont proches de pH de la peau, permettant

d’appliquer ces solutions en toute sécurité.

5.2.2. UV-visible
La caractérisation des cing solutions par UV-visible est montrée sur la figure ci-dessous:
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Figure 26 : Balayage des spectres des solutions d’ AgNPs.

Les spectres d’extinction pour les solutions S1, S2, S3, S4 et S5 sont donnés en figure
27. Lasynthese et la stabilité des AgNPs réduits dans la solution colloidale ont été examinées
en utilisant un spectrophotomeétre visible UV. L’absorbance maximale a 450 et 320 nm a été
observé dans les spectres UV visibles, comme le montre la figure 27, qui correspond & la
surface résonance plasmonique (SPR) des AgNPs. Les modeles de résonance plasmonique de
surface (SPR) sont couramment utilisés comme outils indicatifs pour la formation de
nanoparticules métalliques, car SPR dépend divers parametres tels que la taille et la constante
diélectrique moyenne des ions Ag+ ont été réduits .qui Indiquant la formation de

nanoparticules d’argent.

Nous notons également que la courbe en bleu qui correspond a la cinquiéme solution a
montré une absorbance importante dans 1’UV-visible, indiquant que cette solution est plus
stable par rapport aux autres solutions, ce résultat a eété déja observé précédemment par un
changement de couleur trés rapide en comparant aux autres solutions. Pour cela la solution 5 a

été utilisée pour les applications venantes.
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5.2.3. Analyse des spectres FTIR
Une analyse des spectres infrarouges des différentes solutions a été entamée dans le but
de connaitre la composition chimique :
e Solution 1 : (Extrait de Mentha pulegium + solution d’AgNO3)
Le spectre FTIR de la solution des AgNPs a base d’extrait de Mentha pulegium est comme
suit :

M +AgNO32 1icm

T e e L T e T S B T T e R
3500 2000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

00
M +AgNO2

Figure 27:Le spectre infrarouge a transformée de fourrier des AgNPs synthétisées : solution 1

Les principaux groupements de cette solution sont donnés dans le tableau suivant :

Tableau 4: Résultat des spectres infrarouge de la solution 1

Nombre d’onde (cm™) Groupements
3602.49 _OH_ groupement phénolique
3471.63 _N_H amine primaire
3290.33 _OH acide carboxyliaue
1631.67 _N_H_ amine primaire et secondaire
1261.36 _C_O éthers,alcools
1118.64 _C_C geoupement alcene

e Solution 2 (Extrait de Melia azedarach + solution d’AgNO3)
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Figure 28: Le spectre infrarouge a transformée de fourrier des AgNPs synthétisées : solution 2

Tableau 5: Résultat des spectres infrarouge de la solution 2

Nombre d’onde (cm™?) Groupements
3622,07 _OH_ groupement phénolique
3496,63 _NH amine primaire
2364,57 _CHa éthers méthylique
1639,39 _NH2 amine primaire
1319,22 _C_Namine
1118,64 _C_C groupement alcéne

e Solution 3 (5ml de solution d’extrait de Melia Azedarach +5ml de la solution
d’extrait de Mentha Pulegium + solution d’AgNO3)
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Figure 29: Le spectre infrarouge a transformée de fourrier des NPs Ag synthétisees: solution 3

Tableau 6: Résultat des spectres infrarouge de la solution 3

Nombre d’onde (cm™?)

Groupements

3606.64 _OH_ groupement phénolique
2364.57 _CH3 éthers méthylique

2333.71 _CHB éthers méthylique

2079.12 _C=0 substance carbonyli

1639.39 _N_H amine primaire et secondaire
1319.22 _NO2 nitroaliphatiques et aromatique

e Solution 4 (7,5ml de solution d’extrait de Melia Azedarach +2,5ml de la solution
d’extrait de Mentha Pulegium + solution d’AgNO3)
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Figure 30: Le spectre infrarouge a transformée de fourrier des NPs Ag synthétisées: solution 4

Tableau 7: Résultat des spectres infrarouge de la solution 4

Nombre d’onde (cm™)

Groupements

3666.07 _OH_ groupement phénolique
3433.05 _N_H amine primaire
2063.69 _C=0 substance carbonyli
1639.38 _C=0 amide primaire
1265.22 _C_O éthers, alcools

1118.64 _C_C groupement alcéne

e Solution 5 (2,5ml de solution d’extrait de Melia Azedarach +7,5ml de la solution
d’extrait de Mentha Pulegium+ solution d’AgNO:3)

TTaN 2.5Msagnoz T

e R i
4000 3500 2000 2500
T.6N 2.5M +AgNO2

Figure 31: Le spectre infrarouge a transformee de fourrier des NPs Ag synthétisées :

o
1750 1500 1260 1000
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Tableau 8: Résultat des spectres infrarouge de la solution 5

Nombre d’onde (cm™) Groupements
3544.90 _OH_ groupement phénolique
3371.34 _N_H amine primaire
2071.41 _C=0 substance carbonyli
1631.67 _C=0 amide primaire
1266.22 _C=0_C _0 éthers,alcools
1118.64 _C_C groupement alcéne

Les cing solutions ont montré une composition chimique importante, toutefois nous
remarquons la formation du groupement carbonyl lors de I’utilisation de mélange des deux
extraits. Nous remarquons aussi que la cinquieme solution est plus riche en ce groupement, a
savoir selon plusieurs recherches que ce groupement est responsable de la biosynthése des

nanoparticules d’ou la confirmation du choix de la cinquieme solution.

5.2.4. Potentiel zéta
La caracteérisation par le potentiel zeta nous a permis de tirer la solution la plus stable :
» Solution 2 (Extrait de La menthe pouliot + AGNO3):

Tableau 9: plage distribution de tailled’essais de la solution 2
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» Solution 3 (5ml de solution d’extrait de Melia Azedarach +5ml de la solution
d’extrait deMentha Pulegium+ AgNO
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Tableau 10: plage distribution de taille d’essais de la solution 3

e ity

» Solution 4 (7,5ml de solution dextrait de Melia Azedarach +2,5ml de la solution
d’extrait deMentha Pulegium+ AgNO3)

Tableau 11: plage distribution de taille d’essais de la solution 4

: WSAmv | G
1 121 5 my [ |6l000942

|| |£eta Potential (Mean T
1| |[Electrephoretic Mobi

8.9
0. O

» Solution 5 (2,5ml de solution d’extrait de Melia Azedarach +7,5ml de la solution
d’extrait deMentha Pulegium+ AgNO3)

Tableaul2: plage distribution de tailled’essais de la solution 5

« Drapres les résultats obtenus on constate que la solution 5 est la plus stable, dont la
valeur moyenne de potentielle zéta est de -85,9 mv, indiquant que les forces de
répulsion électrostatique de cette solution sont importante. Donc les AgNPs dans cette
solution sont en suspension, et ne peuvent pas étre décanté naturellement.

En effet, ceci est di aux forces de répulsion électrostatique exercé entre les AgNPs.
Les autres solutions n’ont montré aucune stabilité ou les valeurs de potentielle zéta

sont inférieures a 30 mv en valeur absolue selon les normes recommandées.
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Tableaul3: Résultats de potentielle zéta des 5 solutions

Les solutions Valeur moyennes de Stabilité
potentielle zéta
2 18 ,6mv Instable
3 -9,1mv Instable
4 -9,9mv Instable
5 -85,9mv Stable

5.2.5. Diffraction des rayons X(DRX)

La figure ci-dessous donne le résultat de la caractérisation par le DRX :

Experimental pattern: 7.5M Gel
1000+ Calculated pattern (exp. peaks) (Rp=37.1 %)
[96-411-6714] Rb12 517 Rb125117

1'-1.|

_ i
1 HMH\'H'\‘ ‘ Hl “H ” H | \HHH\W\\M\\mhmmm\mvh.anmm!hmmm.nmummmmmmm

I T T T T
10 oo 15, UD 20. UD 25.00 SU.DD 35.00 4D.IJIJ 45.00 50.00 55.00 GD.DD 65.00 TD.DD 75.00 SU.DD
Cu-Kal (1.540588 A) 2theta

Figure 32 : Résultats de DRX des AgNPs.

L’analyse des spectres de diffraction des rayons X obtenus montre que notre solution est

amorphe.

5.3. Formulation de la créme a base d’AgNPs
5.3.1. Caractérisation de la creme
La creme préparée obtenue est présentée sur la figure 36, cette formulation a été par la
suite caractérisée.
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Figure 33: I’aspect, couleur de la créme formulée a base d’ AgNPs.
5.3.1.1. Propriétés organoleptiques
Les caractéristiques organoleptiques d'un produit, percues par les cing sens : vue, ouie,
odorat, godt, touché. Dans le tableau suivant on a présenté les parameétres organoleptiques de

notre créme :

Tableau 14 : Caractéristiques organoleptiques de la créme a base d’AgNPs.

Aspect Opaque Homogéne
Couleur Blanche
Odeur Aucun

5.3.1.2. Mesure de pH
La créme préparée a base des AgNPs a partir des extraits des feuilles de Mentha
pulegium et Melia Azedarach, possede un pH de 3.8 conforme aux normes établie par les

recommandations relatifs au pH de référence (pH=2.3-5.0).
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Figure 34: appareille qui mesure le pH de la créme a base des AgNPs.

5.3.1.3. Test de centrifugation
Lors de I’application d’une vitesse de centrifugation de 45000 tr/min pendent 45 min, la

préparation reste stable.

L’observation visuelle indique que la préparation est stable (pas de séparation des

phases) avec une couleur homogéne comme c’est montre dans la figure ci-dessous:

Figure 35: Résultat de test de centrifugeuse

5.3.1.4. Observation au microscope optique
L’examen microscopique de la préparation a été effectué directement aprés les procédes
d’émulsification. L’échantillon est placé entre une lame et une lamelle puis analysé¢ sous

microscope optique de marque Micros Austria. A un grossissement (X60).

L’image microscopique (Figure39), montre une bonne dispersion des globules huileux
dans la phase continue (phase aqueuse). Les particules présentent une taille homogéne, ce qui
indique que le systéme est mono dispersé.
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Figure36 : Résultats de la creme au Microscope optique grossissement x60

5.3.1.5. Test du comportement rhéologique
La viscosité est 1’'un des paramétres importants pour évaluer la qualité d’un composé
utilisé, comme stabilisant et épaississant dans les formulations alimentaires et

pharmaceutiques.

e Test d’écoulement

La figure ci-dessous représente la courbe d’écoulement des 3 crémes en fonction de la

vitesse de cisaillement.

1- Lacreme 1: la préparation de la creme sous homogénéisation par procédée mécanique
2- Lacréme 2: la préparation de la créme sous homogénéisation par ultra turrax

3- Lacreme 3: la référence (Phanazole)
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Figure37 : résultat d’évolution de la viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement pour

les 3 créemes

Les courbes obtenues montrent deux régions de 1’évolution de la viscosité. Pour la
premicre région il s’agit d’un comportement Newtonien au repos ou la viscosité est constante

(pseudo-plateau).

Pour la 2éme région caractéristique d’un systéme rhéofluidifiant (non Newtonien) ou
nous avons observé une diminution de la viscosité avec I’augmentation de la vitesse de

cisaillement.

Les 3 crémes au repos sont constantes mais le plus visqueux entre eux c’est la creme qui
préparée sous homogénéisation par procédée mécanique (en bleu), mais ne présente pas une
grande différence avec la creme qui est préparée sous homogénéisation par ultra turrax (en
rouge), et le moins visqueux c’est la référence Phanazole (en vert). D’autre part, nous avons
observé une diminution de la viscosité des courbes et 1’intersection entre les trois cremes avec

une augmentation de la vitesse de cisaillement.

5.4. Activité antibactérienne
Le tableau suivant nous montre également les résultats de 1’activité antibactérienne de la

creme et de la solution des AgNPs. Nous constatons qu’il n’y a pas d’activité obtenue par la
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méthode de diffusion par disque contre les 3 souches bactériennes testés (Escherichia coli,
Staphylocoques aureus, Pseudomonas aeruginosa).

Tableau 15 : Activité antibactérienne de la creme formulée et de la cinquiéme solution des AgNPs

Souche testées Zone d’inhibition

Cremea 1% Solution 5 des AgNPs
Escherichia coli Absente Absente
Staphylocoques aureus Absente Absente
Pseudomonas aeruginosa Absente Absente

Figure 38: activité d’inhibition des AgNPs de la solution 5 et la créme contre 3 souches

(Escherichia coli, Staphylocoques aureus, Pseudomonas aeruginosa).
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L’absence de cette activité bactérienne est probablement due a une erreur de
manipulation (repiquage des souches, ensemencement, manque de nutriment des souches,
température d’incubation,.....). Car il s’est avéré que toutes les solutions des AgNPs ont un

pouvoir antimicrobien important.
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CONCLUSION GENERALE



Conclusion générale

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie présente un grand intérét dans la
recherche biomédicale. Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales
représentent une source inépuisable de substance et de composé naturels bioactif et d’autre
part du besoin de la recherche d’une meilleurs médication par une thérapie plus douce sans
effets secondaire. Ces plantes possedent des composés qui ont des propriétés antibactériennes

et antifongiques

Dans ce travail, nous avons synthétisé des nanoparticules d’argent en utilisant des
extraits des plantes comme agent réducteur. Nous avons choisi les plantes Melia Azedarach et
Mentha pulegium. Les précurseurs utilisés sont le Nitrate d’argent (AgNO3), Cette méthode de

synthése nous a permis de préparer des nanoparticules d’argent stable.

L’observation des résultats donnant par I’'UV-VISIBLE montre que la solution 5 de
(2,5ml de solution d’extrait de Melia Azedarach +7,5ml de la solution d’extrait de Mentha
Pulegium+40 ml AgNO3) présent la meilleur absorbance 3.7 (Abs) qui assure une solution des

AgNPs plus stable

Dans ce contexte, 1’activité antimicrobienne de la solution 5 des AgNPs (2,5ml de
solution d’extrait de Melia Azedarach +7,5ml de la solution d’extrait deMentha Pulegium+
AgNOQ) et les teste physico chimique, organoleptique, les comportements rhéologiques ont
été évalués.

Les spectres d’IRTF des différents extraits enregistrés mettant en évidence la présence
des groupements O-H, N-C, _C=0

Enfin, une créme a été formulée avec succes a base de solution d’argent colloidal qui été
synthétisé. La creme est une émulsion H/E, dont les tests physicochimiques, rhéologique et de
stabilité sont conformes aux normes pharmaceutiques. La creme répond négativement au test
de l’activité antimicrobienne qui est du probablement a des erreurs de manipulations, donc il

souhaitable de reterser cette activité.
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