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Résumé :

L’utilisation de 1’extrait des plantes comme un biorédecteur pour la production des
nanoparticules d’argent a attiré 1’attention en raison de son protocole rapide, écologique, non
pathogéne et économique.

ce travail est d’étudier la possibilité de synthése des nanoparticules d’argent a l'aide
d'extrait des feuilles de citron (cirus limon), et caractérisation de ces nanoparticules par, UV
visible, FTIR, MEB et EDX pour déterminer leur taille et leur composition, ainsi démontrer
que les nanoparticules d’argent synthétisés présentent certains activités antioxydants suivi la
méthode de Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et évalué in vitro leur
effet antimicrobien par la méthode de diffusion de puits en milieu solide.

Nos résultats de caractérisation montrent que les nanoparticules d’argent ont été
synthétisés avec succes et présentent un spectre de résonnance plasmon de surface avec un
maximum d’absorption & 782,12 nm, ainsi que la stabilisation des ions Ag & nanométrique
particules de forme sphérique avec différent diameétre inférieure a 10 confirmées par
spectroscopie FTIR, MEB et EDX.

D’autre coté, les nanoparticules d’argent synthétisées ont été montrés un effet
bactéricide trés efficace contre les trois types des bactéries (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus) et une activité antifongique vis-a-vis le Candida albicans
et ainsi des propriétes antioxydant raisonnables.

La somme des résultats obtenus au cours de cette étude montre clairement que Les
nanoparticules d’argent possedent un potentiel important pour les activités biologiques
investiguées. De ce fait, le bio-ingrédients presents dans I'extrait de plante était efficaces pour
la synthese des nanoparticules d'Ag avec une efficacité biologique qui offre la possibilité de
I’incorporer dans la composition des produits alimentaires et pharmaceutiques.

Mots clé : Argent, feuille, citrus limon, nanoparticule, biosynthese.



Abstract:

The use of plants extract as the production assembly of silver nanoparticles has
drawn attention, because of its rapid, eco-friendly, non-pathogenic, economical protocol.
this work is to study the possibility of synthesis of silver nanoparticles using
aqueous extract of Citrus limon and characterized using UV visible, FTIR, MEB and EDX to
determine their size and their composition. This study has also revealed the antioxidant
activity of Ag NPs followed the 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl radical scavenging assay
(DPPH-) and evaluated in vitro their antimicrobial effect using Agar well diffusion method.

Our results of characterization showed that the silver nanoparticles were synthesized
successfully and present surface plasmon resonance with an absorption maximum at 782,12
Nm, as well as the stabilization of the ions Ag to nanometric particles of spherical form with
different diameter lower than 10 confirmed by spectroscopy FTIR, MEB and EDX.

Another side, the silver nanoparticles synthesized were shown a very effective
bactericidal effect against the three types of the bacteria (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus) and a antifongic activity opposite Candida albicans and a
reasonable antioxydant properties.

The sum of the results obtained during this study shows clearly that the silver
nanoparticles has a significant biological. So the bio-ingredients present in the plant extract
was effective for the synthesis of silver nanoparticles with a biological effectiveness which
makes it possible to incorporate it in the composition of the foodstuffs and medicinal.

Key words: silver, leaves, citrus silt, nanoparticle, biosynthesis.
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Au : Or
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UV - vis : Ultraviolet visible spectromeétre
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Introduction générale

De nos jours, ’apparition de la nanoscience et la nanotechnologie représente 1’un des
développements les plus prometteurs des sciences de la matiere, elles s’intéressent a la
conception, la caractérisation, la production et I’application de matériaux et de produits
obtenus par un controle de la structure, de la forme et de la taille a 1’échelle nanométrique (1 a
100 nm). Ces meétaux présentent des nouvelles propriétés physico-chimique plus avantageuses
et uniques qui tres différentes de celles du méme matériau a I’état massif ou a I’état atomique.
[1]

Depuis une vingtaine d’années, la communauté scientifique et le secteur industriel
s’intéressent au développement des nanomatériaux dans différents domaines contenant une
synthese de trois grandes familles : les nano-objets (nanoparticules, nanotubes, nanofibres),
les matériaux structurés en surface et les matériaux structurés en volume et différentes
méthodes (physique, chimique, biologique) permettent leur fabrication. [2]

Les agrégats métalliques de taille nanométrique sont connus et exploités depuis des
siecles. Généralement, Les métaux nobles ou précieux y compris 1’argent (Ag), I’or (Au) et le
cuivre (Cu) (moins noble) sont des éléments chimiques métalliques rares possédant une
grande résistance face a la corrosion et 1’oxydation, d’ou I’origine du nom « noble ». A
I’échelle nanométrique, ces métaux présentent des propriétés optiques spectaculaires liées au
phénomene de résonance de plasmon, dont découlent de nombreuses applications.

Donc, les nanoparticules metalliques sont connus une large considération en raison de
sa demande dans la variété des domaines, y compris les sciences biomédicales, l'industrie
chimique, I'électronique, la livraison de médicaments-gene et biocapteur, etc... [3]. L’intérét
d’étudier ce type de métaux réside principalement dans leurs propriétés physicochimiques
exceptionnelles (€lectriques, optiques, thermiques, électroniques...etc). Ces propriétés
dépendent fortement de la taille et la forme des nanoparticules préparées. Donc, il serait trés
utile de contréler ces deux parameétres dans le procédé de synthese selon les applications
envisagées, tel que la photocatalyse (effets plasmoniques dans des réactions
photocatalytiques) et en biologie pour des activités antibactériennes. [4]

L’argent (Ag) est le métal de choix parmi les métaux nobles pour des applications
potentielles dans le domaine des systémes biologiques, de la matiere organique et de la
médecine. [5]

Les méthodes biosynthétiques ont été étudiées pour la production des NPs d’Ag
apparue comme une approche prompte et simple de synthese, peu couteuse, respectueuse de

I’environnement et rentables. [5]



Les produits végétaux trouvent une utilisation impérative dans la synthese des
nanoparticules d’agent (Ag NPs) sans I’utilisation de produits chimiques difficiles [6],
toxiques et dangereux. Ceci est principalement obtenu par l'utilisation d'extraits de plantes ou
de fruits [7] et de bioorganismes [8] Ceci conduit généralement a la formation de
nanoparticules cristallines avec une variété de formes (sphéres, tiges, prismes, plaques,
aiguilles, feuilles ou dendrites), avec des tailles comprises entre 1 et 100 nm. Ces
caractéristiques dépendent principalement des paramétres du processus, tels que la nature de
I'extrait végeétal et les concentrations relatives de I'extrait et du (s) sel (s) métallique (s), le pH,
la température et le temps de réaction, ainsi que le taux de mélange de I'extrait vegeétal Et sel
(s) métallique (s). [9]

Dans ce contexte, ce travail de mémoire a donc pour objectif de proposer des procédés
d’¢laboration de nanoparticules d’argent a travers la voie verte, simple, rapide et propre vis-a-
vis de I’environnement et du manipulateur. Pour répondre a ces critéres, nous avons choisi de
synthétisé les NPs d’Ag a l'aide d'extrait des feuilles du citron, et caractérisation de ces
nanoparticules par XRD, UV visible, FTIR, MEB et EDS ainsi démontrer que les
nanoparticules d’argent synthétisés présentent certains activités antioxydants et
antimicrobienne.

Le mémoire décrivant ce travail est entamé par cette introduction générale qui poser la

problématique et donne une idée sur I’importance du théme abordé tout en exposant
clairement 1’objectif visé et se décompose en trois chapitres.
Le premier chapitre a tout d’abord pour but de présenter d’une étude bibliographique sur
I’histoire des nanotechnologies, nanosciences, nanomatériaux et nanoparticule, les principales
méthodes de synthése de nanoparticules métalliques, les propriétés, les caractérisation et
applications plus particuliérement la biosynthése de nanoparticules d’argent. Nous abordons
ensuite les différentes techniques utilisées pour leur caractérisation puis leurs principales
propriétés spécifiques liées a leur taille et a leurs organisations, en particulier, Les propriétés
biologiques.

Le deuxiéme chapitre présentera l’approche que nous avons développée pour
synthétiser des nanoparticules d’argent de tailles et de cristallinité contrdlées. Elle repose la
synthese verte des nanoparticules avec la réduction de sels "métallo-organiques" avec 1’extrait
des feuilles du citron ainsi que les diverses techniques instrumentales utilisées pour la

caractérisation de suspensions de nanoparticules métalliques.



Le troisiéme chapitre présente les résultats obtenus au cours de ce travail avec une
discussion en fonction de différents paramétres expérimentaux intervenants dans la synthése
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

’originalité et I’intérét du travail effectué.



Chapitre | :
Rappel bibliographique



I.Introduction

La nanotechnologie se développe a plusieurs niveaux : matériaux, dispositifs et
systémes. Les nanomatériaux sont inférieurs a quelques centaines de100 nm. Cette réduction
de taille entraine des modifications importantes de leurs propriétés physiques par rapport a
celles observées dans les matériaux en vrac [10]. La plupart de ces changements sont liés au
confinement quantique et la grande énergie de surface en raison de la diminution de la taille et
a l'origine de phénomenes tels que le super paramagnétisme, le blocage de Coulomb, la
résonance plasmonique de surface, etc... [11]

Depuis les années 80, de nombreuses méthodes de synthéses aussi bien physiques que
chimiques sont développées pour 1’obtention de divers matériaux (métaux, semi-conducteurs,
alliages) a I’échelle nanométrique.

Dans les deux dernieres décennies, les nanoparticules de métaux nobles ont suscité un
grand intérét en raison de leurs applications technologiques potentielles notamment dans le
domaine des nanosciences. En effet, elles peuvent étre utilisées en tant que matériaux pour la
catalyse [12], filtres optiques [13], dispositifs plasmoniques [14], capteurs [15], imagerie
biologique [16], coloration des verres induit par le phénoméne de résonance de plasmons de
surface localisées (LSPR) [17,18], revétement antibactérien [19], photocatalyse [20],
diffusion Raman exaltée de surface (SERS) [21]...etc. a cause de ces nouvelles propriétés
physicochimiques uniques et exceptionnelles (électroniques, optiques, thermiques,
¢lectriques, catalytiques...etc) et ces propriétés dépendent fortement de la taille et de la forme
des nanoparticules. Donc, il s’avere crucial de contrdler ces deux parametres dans le procédé
de synthese.

I1.Le nanomonde

L'unité de référence du monde des nanotechnologies est donc le nanometre (nm). Le

préfixe nano vient du grec nannos qui signifie nain. Un nanometre est une unité de mesure qui

équivaut a un milliardiéme de métre (1 nm = 10° m = 0,000 000 001 m).



Figure 1 : Le nano-monde. [A]

11.1. Nanotechnologies

« Nanotechnologie » est un terme générique qui décrit des applications dans de
nombreux domaines scientifiques mais recouvre d'une maniére générale la recherche sur les
principes et propriétés existant a I'échelle nanométrique. L'objectif des nanotechnologies
consiste a produire des objets ou matériaux inférieurs a 100 nanometres. C’est-a-dire
regroupent tout ce qui touche a la conception, la caractérisation, la production et I’application
de structures, dispositifs et systémes par controle de la forme et de la taille a 1’échelle
nanométrique. Les nanotechnologies relevent de la recherche appliquée. Les applications
concernées présentent un potentiel économique important dans de nombreux domaines tels
que la médecine, la chimie, I’énergie, 1’économie des ressources ou encore I’environnement.
[22]
11.2. Nanomatériaux

Le 18 octobre 2011, la Commission européenne publie ses recommandations relatives
a la définition des nanomatériaux (recommandation 2011/696/UE) : « on entend par
"nanomatériau™ un matériau naturel, formé accidentellement ou manufacturé contenant des
particules libres, sous forme d’agrégat ou sous forme d’agglomérat, dont au moins 50 % des
particules, dans la répartition numérique par taille, présentent une ou plusieurs dimensions
externes se situant entre 1 nm et 100 nm ». [23] Il existe deux grandes familles de
nanomatériaux [24] :

e Les nano-objets
o Les matériaux nano-structurés



MNanomatériaux

MNano-objets = Matériaux nanostructurés = matériaux
matériaux avec 1, 2 or 3 dimensions avec une structure interne ou de surface a
externes < 100 nm I'échelle nanométrique
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Figure 2 : Nanomatériaux manufacturés, selon la norme 1ISO TS 80004 1&2. [B]
11.2.1. Les nano-objets

Pour certains, un nano-objet est un objet dont toutes les dimensions dans I'espace sont
de I'ordre du nanometre (on entend par la comprises entre 1 et 100 nanomeétres). Pour d'autres,
Les nano-objets sont des objets dont au moins une des dimensions (longueur, diamétre,
épaisseur) est comprise entre approximativement entre 1 et 100 nm. [25, 26]

Autour de nous, nous trouvons :
= Des nano-objets naturels,
= Des nano-objets anthropiques, c'est-a-dire non intentionnellement produits mais qui
sont le résultat d'une activité humaine,
= Et des nano-objets volontairement produitsa ces échelles pour les propriétés
spécifiques que cette taille leur conférent.
Les objets manufacturés a I'échelle nanométrique peuvent aussi étre assemblés pour produire
des objets dits « nano-structurés » qui peuvent atteindre une taille macroscopique.

Les nano-objets sont actuellement classés en fonction de leur taille et de leur forme. Ils
peuvent se présenter sous la forme de particules fibres ou tubes, de couches minces ou de
constituants structurels. Les nano-objets sont généralement décrits ou regroupes en termes des
dimensions limitées a I'échelle nanométrique (ISO/TS 80004-1 :2015, 2.5) :

= Dans une dimension (nanoplaques) ;
= Dans deux dimensions (nanofibres, y compris les nanotubes) ; ou

= Dans les trois dimensions (nanoparticules et points quantiques). [27, 28]



11.2.1.1. Les nanoparticules

Les nanoparticules sont des nano-objets dont les trois dimensions sont comprises entre
un et cent nanometres. La forme n’a aucune importance dans cette définition. Seul le
parametre de taille doit étre respecté. Ainsi, on rencontre des nanoparticules de formes
sphériques, oblongues ou encore anguleuses aussi bien sous forme amorphe que cristalline.
[22] (ISO/TS 27687 : 2008).
11.2.1.2. Les Nano-fibres

Les nano-fibres sont des nano-objets dont seulement deux des trois dimensions sont
comprises entre un et cent nanometres. On peut rencontrer plusieurs formes de nano-fibres.
11.2.1.3. Les Nano-feuillets

Les nano-feuillets sont des objets dont une seule dimension est comprise entre un et
cent nanomeétres. Bien des formes sont possibles. Il résulte toutefois de la définition que la
plupart des nano-feuillets ressemblent a de petites plaques qui peuvent s’empiler ou se
recouvrir les unes les autres. [22]
11.2.2. Les matériaux nano structurés

Un matériau nanostructure comporte des nanoparticules dans sa structure,
superficiellement (traitement de surface) ou dans tout son volume c.-a-d. qui a une structure
interne ou de surface a I’échelle nanométrique. En 2010, les matériaux nanostructures
représentaient environ un tiers du secteur des nanotechnologies. 1l est possible de distinguer
plusieurs familles, parmi lesquelles :
11.2.2.1. Les agrégats et agglomérats de nano-objet

Les nano-objets peuvent se présenter soit sous forme individuelle (c.-a-d. sous forme
de particules primaires), soit sous forme d’agrégats ou agglomérats dont la taille est
sensiblement supérieure a 100 nm. [29]
11.2.2.2. Les nano-composites

Le terme nano-composite définit un matériau constitué d’une matrice solide (métal,
céramique, polymere...) dans laquelle des nano-objets sont incorporés. La définition ne
précise pas si la dispersion doit é&tre homogéne ou non. Il importe toutefois de signaler que les
propriétés macroscopiques d’un nano-composite dépendent fortement du caractére homogéne
ou non de la dispersion. Les buts recherchés par 1’incorporation de nano-objets sont multiples
et variés. Il peut s’agir d’un renforcement du matériau par rapport a certaines dégradations
dont notamment la corrosion ou I’abrasion, I’amélioration de propriétés mécaniques telles que

la résistance a la traction ou bien la dureté, ou encore 1’amélioration de propriétés comme la



conductivité électrigue ou thermique. Ces améliorations rendent les nano-composites
intéressants et prometteurs pour les applications présentes et futures. [22]
11.2.2.3. Les matériaux nano-poreux

Un matériau nano-poreux est un matériau solide contenant des nano-pores. Un nano-
pore est une cavité dont au moins une dimension est a 1’échelle nanométrique et qui peut
contenir un gaz ou un liquide. Le principal intérét de ces composés poreux est d'étre
exploitables en séparation de gaz, en catalyse, en tamisage moléculaire, mais aussi d'offrir des
potentialités remarquables comme structure hdte pour des molécules a propriétés optiques non

linéaire ou magnétiques.

Nanomatériaux
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Figure 3 : Schéma récapitulatif des différents types de nanomatériaux. [30]
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Figure 4 : Exemples des nanomatériaux. [C]



I11.Applications des nanotechnologies et des nanomatériaux en fonction des

secteurs d’activité

Tableau 01 : Les domaines des applications des nanotechnologies. [D]

SECTEURS

D’ACTIVITE

EXEMPLES D’APPLICATIONS ACTUELLES ET POTENTIELLES

Automobile,
aéronautique et
aérospatial

Matériaux renforcés et plus légers ; peintures extérieures avec effets de couleur,
plus brillantes, anti-rayures, anti-corrosion et anti-salissures; capteurs
optimisant les performances des moteurs ; détecteurs de glace sur les ailes
d’avion ; additifs pour diesel permettant une meilleure combustion ;
pneumatiques plus durables et recyclables. ..

Electronique et
communications

Mémoires a haute densité et processeurs miniaturisés ; cellules solaires ;
bibliotheques électroniques de poche ; ordinateurs et jeux électroniques ultra-
rapides ; technologies sans fil ; écrans plats. ..

Agroalimentaire

Emballages actifs ; additifs : colorants, anti-agglomérants, émulsifiants...

Chimie et
matériaux

Pigments ; charges ; poudres céramiques ; inhibiteurs de corrosion ; catalyseurs
multi-fonctionnels ; textiles et revétements anti-bactériens et ultra-résistants. ..

Construction

Ciments autonettoyants et anti-pollutions, vitrages autonettoyants et anti-
salissures ; peintures ; vernis ; colles ; mastics...

Pharmacie et
santé

Médicaments et agents actifs ; surfaces adhésives médicales anti-allergénes ;
médicaments sur mesure délivrés uniquement a des organes précis ; surfaces bio-
compatibles pour implants ; vaccins oraux ; imagerie médicale. ..

Crémes solaires transparentes ; pates a dentifrice abrasives ; maquillage avec une

Cosmétique i

meilleure tenue. ..
) _ Cellules photovoltaiques nouvelle génération; nouveaux types de
Energie batteries ; fenétres intelligentes; matériaux isolants plus efficaces ;

entreposage d’hydrogene combustible...

Environnement

Diminution des émissions de dioxyde de carbone ; production d’eau
ultrapure a partir d’eau de mer ; pesticides et fertilisants plus efficaces et

et écologie : e o

moins dommageables ; analyseurs chimiques spécifiques...

Détecteurs d’agents chimiques et biologiques ; systémes de surveillance
Défense miniaturisés ; systéemes de guidage plus précis ; textiles légers et qui se

réparent d’eux-mémes. ..




IV.Les nanoparticules d’argent

Depuis 1994, les nanomatériaux a base de nanoparticules d’argent se sont développés
de facon exponentielle en couvrant un grand nombre de secteurs industriels : matériaux
antibactériens [31], matériaux antistatiques, matériaux supraconducteurs cryogéniques [32],
matériaux biocapteurs [33], textiles synthétiques [34], circuits imprimés [35], matériaux
catalytiques [36,37] ... Ces nanomatériaux presentent en effet de nouvelles propriétés qui
different largement des autres matériaux en raison de la faible taille des charges.

Historiquement, la synthése de nanoparticules d’argent est réalisée au laboratoire par
voie micellaire inverse. [38]

La méthode de réduction de sels métallo-organique a été utilisée par Zheng et Stucky,
pour synthétiser des nanoparticules d’or [39]. Le sel d’or précurseur CIAuPPh3 est réduit par
le tert-butylamine borane (TBAB), en présence de dodécanethiol, a une température de
réaction de 100 °C. Tang et al. Ont réalisé, selon un mode opératoire équivalent, la synthese
de nanoparticules d’argent [40]. Pour cela, ils utilisent comme précurseurs les sels d’argent
ClAg(PPh3)3 et NO3Ag(PPh3)3, I’oleylamine joue a la fois le role de réducteur et d’agent
stabilisant.

IV.1. L’argent
IV.1.1. Introduction

L’argent est I’un des métaux les plus anciennement connus, son histoire a débuté il y a
des milliers d'années. C’est un métal précieux, datant de I’antiquité, de couleur blanc et
brillant. L’argent limite la propagation des infections et améliore I’hygi¢ne quotidienne : ceci
est connue et utilisé depuis plus de 7000 ans [41]. Les Romains 1’ont employé pour soigner
les blessures, les brllures et les ulcéres [42]. Par la suite, il a été employé pour prévenir la
contamination de 1’eau ou pour éviter les infections oculaires chez les nourrissons par
application de nitrate d’argent [43]. Ses qualités antimicrobiennes, ont été admises des
I’identification des bactéries comme agents responsables d’infections [44]. De nombreux
produits a base d’argent, comme des crémes composé€es de sulfadiazine d’argent ou des
pansements constitués de feuilles d’argent, ont été¢ utilisées jusqu’a la découverte des
antibiotiques. [45]

L’introduction des antibiotiques a réduit 1’utilisation de 1’argent comme agent
antibactérien, mais avec I’avancement de la nanoscience et les nanotechnologies, 1’argent

métallique est de retour sous forme des nanoparticules d’argent [46].
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En raison de leur trés petite taille, les nanoparticules d’argent montrent des propriétés
physicochimiques, et des activités biologiques trés intéressantes. [47]
IV.1.2. Propriétés physiques et chimiques de I’Argent

L’argent (Ag) est le deuxieéme ¢élément du premier groupe secondaire (IB) du tableau
périodique, c’est un métal noble plus réactif que I’or. Sa résistance mécanique peut étre
améliorée par addition de cuivre. Il a une excellente conductivité, propriété utilisée en
¢lectronique. L’argent métallique se déforme facilement a froid, par martelage ou par
étirement et il se cisele facilement. Les sels d’argent sont photosensibles et sont utilisés en
photographie [48]. Le Tableau 02 montre les propriétés caractéristiques de 1’argent.

Tableau 02 : Propriétés physiques de I’argent. [49]

Configuration électronique [Kr] 4010 5st
Numéro atomique - poids 47 —107.87
Structure cristalline CFC
Densité (g/cm®) 10.5
Rayon atomique (nm) 0.153
Premiére énergie d’ionisation (KJ mol™) 758
Vitesse de fermi (m/s) 1.39 10°
Energie de fermi (eV) 5.49
Résistivité électrique (ucm) 1.59 (20 °C)
Température de fusion (K) 1235.43
Température d’ébullition (K) 2485
Conductivité thermique (W m?* K?) 429
Conductivité électrique (S m™) 63 10°
Potentiel standard (V) 0.779 (Ag'/AQ)
Electronégativité 1.93

L’argent métallique s’obtient par réaction d’oxydo réduction de I’ion argent selon la
réaction suivante
Agt + e~ - Ag°
Cette réaction de base peut s’effectuer a partir de différents sels, dans différents
milieux et selon différentes méthodologies. Le choix de I’agent réducteur est également
important. Il peut aussi bien étre toxique et présenter des dangers pour I'environnement et la
santé.
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De nombreuses méthodes ont été utilisées pour synthétiser des nanoparticules d'argent,

parmi lesquelles on peut citer la réduction chimique des ions argent en solution aqueuse [50-
52] ou organique [53], la réduction électrochimique [54], la réduction sous ultrasons [55], la
réduction photoinduite ou photocatalytique [56-58], la réduction sous micro-ondes [59-61], la
réduction par irradiation y [62], la méthode de microémulsion [63] et la réduction
biochimique. [64]
IV.2. Les méthodes de synthése des nanoparticules d’argent
Classiquement, les méthodes de synthese sont divisées en deux grandes approches (Figure 5).

o L’approche descendante, ou top down :
Regroupant essentiellement physiques (Le broyage a haute énergie, évaporation-
condensation, procéd¢ d'ablation laser...), consiste en la diminution graduelle de la taille des
systémes actuels jusqu’a atteindre des dimensions nanométriques. [65]

e L’approche ascendante, ou bottom up (méthodes chimiques)
Les nanoparticules sont préparées en utilisant des atomes, des molécules ou des agrégats
comme entités de départ. Cette voie nécessite 1’utilisation de trois composants indispensables
Un précurseur, un agent réducteur et un agent stabilisant. Le contrdle précis de la taille, de la
distribution de taille, de la forme et de la composition des nanoparticules passe par le contrdle
et I’ajustement des divers parameétres de réaction. La température, la nature et la concentration

des réactifs et des agents stabilisants sont autant de parameétres modulables.

[Approche « descendante » (top-down) ]

Matériau massif

Mécano-synthése
Consolidation et densification

Techniques de forte ‘
déformation I ’ ——
Nanoparticule

Pyrolyse laser
Evaporation/condensation
Plasma thermique
Techniques sol-gel
Réactions en phase
vapeur

Agrégats/amas

~
%
&ﬁf Atomes

[Approche « ascendante » (bottom-up)]

Figure 5 : Représentation schématique des deux grandes approches de synthese de

Nanomatériaux. [66]
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L’approche « ascendante » fait appel a des procédés d’élaboration chimiques et
physiques alors que I’approche « descendante » induit, principalement, ['utilisation de
méthodes mécaniques.

Les procédés actuels permettant la fabrication de nanomatériaux sont classés en trois
grandes catégories :

a) procédés par voie physique et mécanique :

Les méthodes meécaniques, telles que: [I'homogenéisation et le broyage, a
consolidation et la densification, les techniques de forte déformation : torsion, friction,
laminage, etc.et physique, telles que : I’évaporation/condensation, 1’ablation laser, la décharge
électrique, les flammes de combustion, la pyrolyse laser, les micro-ondes, I’irradiation
ionigue ou électronique, la décomposition catalytique, les dépdts physiques en phase vapeur
regroupés sous le terme de PVD (Physical VVapor Deposition), etc.

Ont été utilisees 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. [67]

b) procédés par voie chimique :

Telles que : les réactions en phase vapeur regroupées sous le terme de CVD (Chemical
Vapor Deposition), les réactions en milieu liquide : Co-précipitation chimique, hydrolyse,
etc., les réactions en milieu solide, les fluides supercritiques avec réaction chimique, les
techniques sol-gel : sol-gel a base de silice, alkoxyde de métal, etc.

Les méthodes chimiques de préparation de nanoparticules d’argent incluent la
réduction chimique en solution aqueuse [68,69] ou organique [70], la réduction
électrochimique [71], la voie micellaire inverse [72], la réduction biochimique [73] ...etc.

De par sa simplicité, la synthese de nanoparticules par réduction chimique est la technique la
plus utilisée pour former des solutions colloidales de nanoparticules métalliques [74] [75]. De
plus, parmi toutes les techniques de synthése, elle offre probablement le meilleur contrdle de
taille et de forme [76,77]. Elle repose principalement sur 1’utilisation de trois composants, soit
- un précurseur meétallique, un agent réducteur et un agent stabilisant. [67]

c) procédés par voie biologique :

Les méthodes chimiques permettent la préparation des nanoparticules de taille
uniformes et controlables ; cependant elles emploient des solvants organiques présentant des
risques potentiels pour I’environnement [78]. En outre, la réduction biologique est développée

comme une méthode prometteuse en raison de ses avantages particuliers tels que des sources
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suffisantes de matériaux, des conditions de réaction modérees, et une bonne dispersion des
nanoparticules ainsi que 1’absence d’additifs chimiques et des sous-produits chimiques. [79]

Il a donc été nécessaire de recourir aux méthodes biologiques pour développer une
approche respectueuse de I’environnement pour la synthése des nanoparticules d’argent en
utilisant des microorganismes [78], des enzymes [80] et des plantes ou des extraits de plantes.
[79]

Hamid, Zargar [81] and others 2011 ont démontré la perspective d’employer I’extrait
méthanolique des feuilles de plantes pour la synthése des nanoparticules d’argent par une
méthode biologique. Jang, Yang et al. [82] Ont effectué une étude sur I’activité
anticancéreuse in vitro des nanoparticules argentées synthétisés a partir d’extraits de plantes.
Taskiran, UZUNOGLU and others [83] Ont réalisé une recherche sur la caractérisation et la
détermination des propriétés adsorbantes des nanoparticules d’argent synthétisées avec
l'extrait de feuilles d’Acacia cyanophylla). Kumar, Kumar et al. [84] Ont opté pour la
synthése verte des nanoparticules d’argent en utilisant 1’extrait d’Antidysenterica holarrhena
et la détermination de leur activité larvicide contre des vecteurs de dengue et de filariose.
IVV.3. Synthése verte des Nanoparticules d’argent

Les nanoparticules métalliques ont été synthétisées par des techniques diverses,
principalement basées sur la réduction chimique des ions métalliques dans des solvants
agqueux ou organiques.

Pour un meilleur développement de I'environnement, il est primordial d'exploiter les
ressources naturelles pour la production de nanoparticules afin de minimiser I’utilisation des
réactifs toxiques.

IVV.3.1. Réductions biologiques

Les produits chimiques utilisés lors de ces syntheses sont souvent toxiques, couteux et

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

ainsi que 1’absence d’additifs chimiques et de sous-produits chimiques [85].
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Tableau 03 : Principaux réducteur et stabilisant biologique des nanoparticules. [86]

Nanohexagones, nanosphéres et

PRI FEpIEE nanotriangules
Plantes du luzerne Tissus de luzerne Nanospheres et nanofils
Feuille de Géranium Protéines ou enzymes Nanospheéres et nanotiges
Souche de levure Protéines Nanospheres 2-5 nm

Champignon Protéines ou enzymes Nanosphéres 5-15 nm
Feuille de Neem Flavanones, Terpenes Nanospheres 5-35 nm

Ces méthodes biologiques font 1’objet de nombreuses publications ne permettant pas une
étude exhaustive [87]. Elles concernent aussi bien les métaux (Au, Ag, Cu, Pt, Co ...) que les
alliages et les semi-conducteurs. Nous nous cantonnerons dans la suite de ce chapitre a une
présentation succincte de 1’utilisation des extraits de plantes pour préparer les nanoparticules
métalliques ou bimétalliques en solution et notamment I’argent, matériau faisant 1’objet de ce
travail.
IV.3.2. Le réle des métabolites des plantes dans liaison et la bioréduction des ions
métalliques

Les agents de réduction sont largement distribués dans les systéemes biologiques.
Les nanoparticules d’argent peuvent étre préparées par les bactéries, les champignons, les
extraits de plantes et les biopolymers. L’cau est le plus souvent le solvant de choix pour
extraire les agents réducteurs.
Pour le cas des plantes, il a été démontré utilisant la spectroscopie FTIR qui plante les
métabolites tels que les sucres, les terpénoides, les polyphénols, les alcaloides, acides
phénoliques, et les protéines jouent un rdle important dans la réduction des ions métalliques
en nanoparticules et en soutenir leur stabilité ultérieure [88- 90].
Des exemples des principaux types de composés présents dans les plantes capables de réduire
les ions métalliques sont représentés sur la Figure 06 [91].
Il a été suggéré que le controle de la taille et la morphologie des nanostructures peut étre
connectée a l'interaction de ces biomolécules avec des ions meétalliques [91].
Diverses plantes different par la concentration et composition de ces composants
biologiqguement actifs. Cela peut expliquer en partie la diversité morphologique des
nanoparticules décrites : triangles, hexagones, pentagones, cubes, spheres, ellipsoides, nano-

fils, et nano-rods. La diversité dans la morphologie et la taille de nanoparticules synthétisées a
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partir d'une variété de métal des ions dans des extraits de diverses plantes a été décrit en détail
dans les revues [92, 93].

Par exemple, des extraits de PELARGONIUM GRAVEOLENS (rose géranium) ont
été utilisés pour réduire les ions d'or en nanoparticules de forme icosaedrique 20-20 nm et les
stabiliser [94], alors que les nano-spheres d'or et nano-triangles 0,05-18 um de taille ont été
synthétisé dans des extraits de CYMBOPOGON FLEXUOSUS (citronnelle) [95].
L'AZADIRACHTA INDICA (neem, Extrait de LILAS INDIEN) a eté utilisé pour réduire
tétrachloroauric acide (HAuUCI,) aux triangles et aux hexagones plats d'or avec une taille de
50-100 nm. Dans cette étude, il était également démontré que le jus de A. INDICA peut
réduire I'argent nitrate a des nanoparticules sphériques poly-dispersées avec une taille de 5-25
nm [96]. L'extrait de feuille dALOE BARBADENSIS (ALOEVERA) a été utilisé pour

produire cubique InO3 particules 5-50 nm en taille [97].
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Figure 6 : Les principaux types de bio-réducteurs végétaux impliqués dans la synthese des
nanoparticules métalliques : A - terpénoides (eugénol) ; B, C - flavonoides (lutéoline,
quertcétine) ; D - un hexose réducteur a chaine ouverte ; E, F - acides aminés (tryptophane (E)
et tyrosine (F)). [98]
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IV.4. Mécanisme de formation de nanoparticules d’argent [99].

Dans I'ensemble, le processus de formation des nanoparticules métalliques dans les
plantes et les extraits de plantes comprend trois phase principales et de nombreux parameétres
peuvent intervenir dans la formation des nanoparticules : température, concentration et nature
des réactifs et du réducteur.

> La nucléation : est une phase d'activation pendant laquelle se produisent la réduction
des ions métalliques et la nucléation des atomes métalliques réduits ;

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

particules dans le systéme devient constant.

Nucléation

]

Dissolution
Réduction . /
1 e . .
sel métalliqu . .
Atomes métalliques Collision entre les atomes Nuclei o
métalliques Croissance

Figure 7 : Tllustration de I’étape de nucléation. [100]

> La phase de croissance :

Durant laquelle les petites nanoparticules adjacentes se fusionnent spontanément en
particules de plus grande taille (Les nuclei ayant atteint un rayon critique vont pouvoir croitre
par consommation des monomeéres se trouvant en solution.), qui s'accompagne d'une
augmentation de la stabilité thermodynamique des nanoparticules. Plus la concentration en
atomes est importante plus les particules vont croitre rapidement.

> Le murissement ou bien la phase de terminaison du processus pour obtenir la forme
finale des nanoparticules [101, 102].

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 phénomene de murissement d’Oswald. 1l s’agit de I’interdiffusion des atomes des plus

petites particules vers les plus grosses.
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Le procédé de formation des nanoparticules d’argent avec 1’extrait de plant peut étre

expliqué par le schéma suivant [103].

Metal ions

Plant reducing
agents

OH

Reduced metal
atoms

Orgamnic “coat”
stabihzing
the particle

Figure 8 : Une représentation schématique du mécanisme de synthése des nanoparticules
métalliques dans un extrait végetal.

Les ions métalliques se lient aux métabolites réducteurs et aux agents stabilisants et
sont réduits en atomes métalliques. Le complexe résultant de I'ion métallique et du métabolite
interagit avec des complexes similaires formant une petite nanoparticule métallique. Ensuite,
la croissance et la coalescence de petites particules séparées en particules plus grandes se
produisent au cours du processus de grossissement. Ce processus se poursuit jusqu'a ce que
les particules prennent une forme et une taille stables.

IV.5. Facteurs influent sur la formation de NPS métalliques dans les plantes

Par conséquent, le processus de réduction des ions métalliques avec la formation de
nanoparticules est affecté par un grand nombre de facteurs ; En plus de la nature d'un extrait
végétal contenant des biomolécules actives dans différentes combinaisons et concentrations
(dont les effets sont decrits ci-dessus), ceux-ci comprennent le pH du mélange réactionnel, la
température d'incubation, le temps de réaction, la concentration et le potentiel électrochimique
d'un ion métallique [104- 107].
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IV.5.1. Effet de la température

Le taux de formation de nanoparticules d'argent a également augmenté avec
l'augmentation de la température.
I\VV.5.2. Effet du pH

A été étudié a trois conditions différentes, y compris les formes acides, neutres et
basiques. Le résultat montre que la synthese des nanoparticules complété a un état neutre et
avec une augmentation du pH ne peut pas montrer de bouleversement dans les spectres UV-
vis pour les nanoparticules. D'autre part, dans I'état acide, nous ne pouvons observer aucune
bande d'absorbance pour les nanoparticules. L'agrégation des nanoparticules pour former de
plus grandes nanoparticules a été considérée comme favorisée par la nucléation.
IVV.5.3. Effet du temps de contact

Comme nous le savons, le temps est I'un des facteurs les plus importants dans la
formation de nanoparticules au cours des techniques de biosynthése. A mesure que la durée
de la réaction augmente, plus de nanoparticules sont formées.
IV.5.4. Effet de la concentration de I’extrait végétal

La concentration de matiére végétale et les ions métalliques a joué un r6le critique

dans la taille et la dispersion des NPs. [108]

IV.6. Méthodes analytiques de suivi de la réduction des ions Ag*

La formation des nanoparticules d’argent au cours des réactions de synthese a été
suivie par analyse spectrophotométrique UV-visible aprés dilution des dispersions quatre fois
dans 1’acétonitrile. La présence de nanoparticules d’argent métallique se manifeste par un
maximum d’absorption dans le domaine de 1I’UV-visible. Plus précisément, d’apres la
littérature [109], un maximum d’absorption observé entre 300 et 330 nm caractérise la
présence de nanoprismes. Lorsque ce maximum se situe entre 400 et 450 nm, les
nanoparticules sont de géométrie sphérique ou proche d’une sphére. Enfin, la présence d’un
maximum d’absorption au-dela de 450 nm indique la formation de particules de taille
supérieure a 100 nm.

La distribution en taille des nanoparticules sphériques a été déterminée par analyse au
Nanosizer (Zetasizer nano ZS, Malvern Instruments, LTD United Kingdom). Pour cette
technique, les dispersions aqueuses de nanoparticules d’argent ont été diluées trois fois dans
I’eau. Enfin, un dosage potentiométrique par étalonnage des ions Ag" restants dans le milieu a

permis de déterminer le rendement de la réaction.
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IV.7. Les méthodes de caractérisation des nanoparticules formées

Les méthodes suivantes sont utilisées pour caractériser les nanoparticules :
IVV.7.1. Diffraction des rayons X (DRX)
Principe

La technique de diffraction des rayons X permet de connaitre I'état de cristallisation du
dépodt et d’identifier les phases cristallisées présentes dans un échantillon. Elle consiste a
observer l'interaction des rayons X avec la matiére. Lors du bombardement de la matiére par
les rayons X, un rayonnement est émis dans toutes les directions avec des ondes de méme
phase et de méme longueur d'onde. Cette diffusion entraine des interférences entre les ondes
cohérentes diffusées par chaque plan atomique formant ainsi une onde diffractée dont les
caractéristiques dépendent de la structure cristalline de la matiere. L'orientation du faisceau
diffracte est donnée par la loi de Bragg : nA = 2 dhu sin 6hu.
Les diffractogrammes enregistres pour les échantillons sont comparés a ceux des data de

référence rassembles dans les fiches ASTM.

Appareillage

Les diffractogrammes ont été enregistrés sur un diffractometre Siemens D8 Advance.
L’échantillon plan est immobilise en position horizontale sur un porte échantillon. Les bras de
la source et du détecteur se déplacent I’un vers I’autre, en tournant du méme angle par rapport
a la surface de I’échantillon. Cette configuration est utilisée pour des dépdts épais pour que la
pénétration dans le substrat ne soit pas génante. Elle permet de repérer I’éventuelle orientation
préférentielle d’une famille de plans réticulaires parallelement a la surface du dépdt et
d’analyser quantitativement un mélange de phases s'il n'est pas texture. La source de rayons X
est une anticathode de cuivre (A\CuKa = 1,5418 A°®), les diffractogrammes ont été enregistrés
entre 10° et 90° en 6. Les diagrammes expérimentaux ont été traités par le logiciel Eva.
IV.7.2. Microscopie électronique a balayage (MEB) couplée a I’analyse chimique
(EDX)

Principe de base

La microscopie électronique a balayage permet de balayer une partie de la surface de
I’échantillon a 1’aide d’un faisceau €lectronique d’un diamétre de quelques nanometres.
Contrairement a la microscopie optique, cette méthode permet de visualiser des
caractéristiques morphologiques avec un agrandissement élevé et une profondeur de champ
accrue. En outre, il se crée une interaction entre le faisceau électronique et les enveloppes

atomiques des éléments du matériau a analyser. Pendant le balayage, il se crée un
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rayonnement par fluorescence X qui peut étre enregistré par un systeme d'analyse dispersive
en énergie (EDX) et utilisé a des fins d’analyse.
Appareillage

L'appareil utilise est une microscopie électronique a balayage de type « COXEM-30 »
couplé d’un spectrométre a dispersion d’énergie de rayons X (EDX), les observations sont
portées sur la surface des dépéts.
IVV.7.3. Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie ultraviolet-visible ou spectrométrie ultraviolet-visible est une
technique de spectroscopie mettant en jeu les photons dont les longueurs d'onde sont dans le
domaine de l'ultraviolet (200-400 nm), du visible (400-750 nm) ou du proche infrarouge (750
-1400 nm).
Soumis a un rayonnement dans cette gamme de longueurs d'onde, les molécules, les ions ou
les complexes sont susceptibles de subir une ou plusieurs transition(s) électronique(s). Les
substrats analysés sont le plus souvent en solution, mais peuvent également étre en phase
gazeuse et plus rarement a I'état solide.
Le spectre électronique est la fonction qui relie I'intensité lumineuse absorbée par I'échantillon
analysé en fonction de la longueur d'onde. Le spectre est le plus souvent présenté comme une
fonction de I'absorbance en fonction de la longueur d'onde. Il peut aussi étre présenté comme
le coefficient d'extinction molaire en fonction de la longueur d'onde, le spectre est alors
indépendant de la longueur concentration du soluté qui absorbe.
Cette technique est complémentaire de la spectroscopie de fluorescence qui mesure l'intensité
lumineuse émise par un échantillon quand il est éclairé a une longueur d'onde ou il absorbe.
La fluorescence met en jeu des transitions depuis I'état excité jusqu'a I'état fondamental alors
que la spectroscopie d'absorption traite des transitions entre état fondamental et état excité.
Appareillage

Le spectrophotomeétre utilisé dans cette étude est du type Jasco V-670 en mode
transmission et absorption.

IVV.7.4. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Les spectroscopies Infrarouge et Raman sont des spectroscopies de vibrations basées
sur lI'analyse des modes de vibration des molécules : les modes d'élongation et de déformation.
Les modes d'élongation symétrique ou antisymétrique font intervenir des variations de
longueur de liaison alors que les modes de deformation modifient, a longueurs égales, I'angle

entre ces liaisons. Les fréquences de vibration dépendent des atomes mis en jeu et du type de

21



liaison considérée. Les modes de vibration et leur fréquence associée permettent ainsi
I'identification des différentes liaisons chimiques.
Principe

Le rayonnement Infrarouge se situe dans la gamme 4000-400 cm-1 ce qui correspond
a la méme gamme de fréquence que les vibrations des molécules. Ainsi, I'absorption IR a lieu
lorsque I'énergie du photon incident correspond a la différence d'énergie entre les deux états
de la molécule : c'est I'effet de résonance. La molécule absorbe ainsi le rayonnement de méme
fréquence que ses fréquences de vibration harmoniques et la lumiére non absorbée est
transmise au détecteur. D'autre part, seuls les modes de vibration induisant une variation du
moment dipolaire de la molécule sont visibles en Infrarouge.
Chague liaison d'une molécule vibre en permanence a une fréquence v qui dépend du type de
liaison (plus la liaison est forte, plus la fréquence est élevée) et du type d'atome implique dans
la liaison (plus les atomes sont lourds, plus la fréquence de vibration est faible).
D'autre part, l'intensité des bandes de vibration augmente avec le nombre de groupes du méme
type présents dans I'échantillon, la valeur du moment dipolaire du groupement fonctionnel et
la variation du moment dipolaire lors de la vibration. Les bandes correspondant aux modes
d'élongation se situent dans la région 4000-2000 cm™ alors que les modes de déformation se
retrouvent principalement dans la région 2000-1500 cm™.
Appareillage

Le spectrométre IR utilisé dans cette étude est de type Jasco FT/IR-6300.
IV.8. Applications des nanoparticules de metaux nobles

Les nanoparticules de métaux nobles (I'argent a titre d’exemple) ont des applications
potentielles dans divers domaines technologiques, tels que la photonique [110], la
microélectronique [111], la photocatalyse [112-114], la lithographie [115], en tant que
matériau biocapteur [116] et I’optoélectronique [117].

En raison de leurs propriétés spécifiques, les nanoparticules d’argent (NPs Ag) ont été
employées intensivement dans des outils de ménage, I'industrie de soins de santé, et dans le

stockage et I’emballage de nourriture, et elles ont aussi des applications biomédicales.
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Figure 9 : Utilisation de nanoparticules dans les objets du quotidien. [E]
IVV.8.1. Activité antibactérienne

Les nanoparticules de métaux nobles, en particulier celles de 1’argent sont largement
utilisées en tant qu’agents antibactériens [118]. Le et al. [119,120], Shrivastava et al. [121]
ont ¢étudié Dactivité antibactérienne de nanoparticules d’argent contre les bactéries
d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus.

Des chercheurs ont essayé d’incorporer des nanoparticules d'argent dans les matériaux
d'emballage tels que du papier filtre, du polyéthyléne basse densité (LDPE), et le poly
(méthacrylate de methyle) (PMMA) [122], est employé dans I’industrie alimentaire pour
éviter les contaminations microbiennes et prévenir I’apparition d’un gout métallique. (Smith
and Zysk 1987). [123]

Les nanoparticules d’argent ont été utilisées dans les stations d’épuration pour le
traitement des eaux usées et ont montré une activité antibactérienne intéressante. La
dispersion d'argent sur les surfaces de la membrane a amélioré l'activité antimicrobienne
contre E. coli et S. aureus. Les résultats de cette recherche ont confirmé que la membrane Ag-
PES peut inhiber presque la croissance bactérienne a 100%. [124]

Elles sont utilisées en tant qu'agents antimicrobiens dans les pansements pour
empécher les infections de blessure, et en tant qu'agents anticancéreux. [125]

Les nanoparticules d'argent sont aussi utilisées comme additif antimicrobien dans les

ciments osseux poly (méthacrylate diméthyle) (PMMA). [126]

23



L’argent imprégnés dans Les dispositifs implantables, et les masques chirurgicaux indiquent
une efficacité antimicrobienne importante. [127]

L’argent est doté également d’une activité cytoprotectrice des cellules de I’infection

par le VIH-1. [128]
V.Conclusion

Les nanotechnologies sont un domaine trés prometteur. De nombreuses applications
sont possibles dans de vastes domaines. Celui de la médecine profite largement des bénéfices
apportés par les nanoparticules. En effet, qu'il s'agisse du nanotube de carbone ou encore
d'une nanoparticule a coeur magnétique les nano-objets ouvrent une nouvelle branche de la
recherche : il devient possible de traiter le cancer, d'injecter des particules de taille
nanométriques et d'en controler la quantité, de localiser certains types de cellules, etc.

Ce chapitre est consacré a une description des différents procédés de synthése de
nanoparticules d’argent rencontrés dans la littérature. Nous nous intéresserons en particulier a
la présentation de la méthode de synthése des NPs d’argent par chimie verte utilisée dans
notre travail avec des tailles et des formes bien contr6lées qui restent toujours un défi majeur.
Dans ce contexte, nous cherchons a développer de nouvelles stratégies de synthese simples,
reproductibles en utilisant le minimum possible de réactifs chimiques non toxiques, afin de
limiter les sous-produits de réactions et/ou ions résiduels qui risqueraient d’inhiber les
propriétés intrinseques du matériau final.

Nous nous intéresserons aussi a I'influence des conditions de réaction sur la nucléation

et la morphologie des nanoparticules d'argent.
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Chapitre 11 ;
Matériels et Méethodes



Ce chapitre est consacré a la description des différents matériaux et produits chimiques
expérimentales utilisés, détaillent les méthodes et techniques expérimentales employeés tout au
long de ce travail.

I. Objectif :

Il y a un besoin essentiel pour développer des procédures respectueuses de
I'environnement pour la synthése de nanoparticules métalliques. L'objectif est d'exploiter les
ressources biologiques dans la nature pour la production de nanoparticules a faible co(t et non
toxique. Une diversité de procédés chimiques et physiques pourrait étre utilisé pour la
synthése de nanoparticules, cependant, ces méthodes sont a risque lorsque les produits
chimiques toxiques sont utilisés en raison de leurs effets indésirables dans les applications
médicales. En conséquence, les extraits de plantes ont été utilisés la synthese de
nanoparticules métalliques ; (synthese de nanoparticules d'argent a l'aide de feuilles de
Cynodon dactylon [129], la synthése de nanoparticules d'or en utilisant Magnolia Kobus et
des extraits de feuilles de Diopyros kaki [130], la synthése de nanoparticules d'argent en
utilisant le capitatum algue Codium [131].

L’objectif recherché a travers ce travail est la synthése des nanoparticules d’argent (Ag
NPs) a I’aide de ’extrait des feuilles du citron (Citrus limon), Cette méthode de synthese
permet d’obtenir directement des nanoparticules d’argent, bien cristallisées, de taille
relativement calibrée. Nous détaillerons le procédé de biosynthese en milieu aqueuse, appelé
aussi « réaction vert » par la suite :

> La collecte des feuilles du citron (Citrus limon).

> Extraction des extraits des feuilles du citron et suivit par une évaluation de leurs
caractéristiques physico-chimiques (les parameétres : les acides gras, les pigments, les
composés phénoliques et 1’activité biologique).

> La biosynthése des NPs d’Ag en utilisant 1’extrait des feuilles du citron comme agent
réducteur.

> Caractérisation des NPs d’Ag synthétisé avec différents techniques d’analyse (UV,
IR et MEB-EDS).

> Eten fin, étudier les propriétes biologiques des NPs d’Ag obtenus.

La partie expérimentale a été réalisé au niveau du laboratoire pédagogique de chimie 2
et au niveau du laboratoire pédagogique microbiologie de la faculté des Sciences de la Nature
et de la Vie de I’Université de Ghardaia (Algérie).
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caractérisation de ’huile essentielle du citron.

26



1. Matériels et méthodologie
I1. 1. Présentation du materiel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude c’est les feuilles du citron (Citrus limon).
I1. 2. Description de la plante (les feuilles du citron - Citrus limon-)

Le citron est le fruit du citronnier (Citrus limon), c’est un agrume appartenant a la
famille des Rutaceae. Ce dernier est un arbuste originaire du sud-est asiatique, cultivé sur le
littoral de la Méditerranée et dans toutes les régions du globe a climat semi-tropical [132]. Le
citron est un agrume plus vigoureux, son arbre vert et aromatique est caractérisé par une
croissance rapide et d’une durée de vie d’environ 40 ans, supporte une température minimale
de -2°C, de taille moyenne qui atteindra, en pleine terre entre 3 et 6 m de haut, porte 5-6
branches charpentiéres trés fournies en rameaux, les racines superficielles forment un réseau
dans les 80 premiers centimétres de sol, supportent mal la concurrence de plantes voisines et
Il peut vivre environ 80 ans. En culture, il est souvent taillé, d’une part pour limiter son
encombrement, d’autre part optimiser son branchage. [133]

Les feuilles des citronniers sont des feuilles vertes persistantes et alternatives, vert
profond et luisantes, plus péles sur leur revers. Elles ont une forme en fuseau, de 6 a 11 cm de
long et leur pétiole est parfois ailé. Les feuilles sont tres odorantes en raison des multiples

poches a essence qu’elles contiennent, qui sont visibles a 1’ceil nu. [133]

Figure 11 : la morphologie de Citrus et La plante de Citrus limon. [F]
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Le tableau ci-dessous illustre la classification botanique du citron (Citrus limon méthodologie
du présent travail est décrite dans I’organigramme suivant (Figure 10) :

Tableau 04 : Classification de citrus limon. [134]

Domaine | Regne Sous régne Classe Ordre Famille Genre

Biota Plantae | Viridaeplantae | Equisetopsida | Sapindales | Rutaceae Citrus

v Pourquoi les feuilles du citron ?
Parall¢lement a I’huile, les feuilles du citron contiennent les mémes antioxydants qui
appartiennent a différentes familles chimiques :
Caroténoides
L’acide ascorbique
Les composeés phénoliques
De ce fait, les feuilles du citron sont extrémement riches en polyphénols.
I1. 3. Echantillonnage et collecte

Les echantillons des feuilles du citron (Citrus limon) proviennent de la ferme publique
privée qui se trouvent au niveau de la Wilaya Ghardaia.

La collecte des feuilles a été réalisée durant le mois janvier (2020) & la main a hauteur
d’Homme, au hasard, sur le méme arbre, a pris en considération les feuilles adultes. Avant
I’utilisation du fruit, il doit subir un lavage par I’eau pour éliminer les souillures et les taches
noires qui se trouvent a la surface de la feuille.

La carte suivante montre la Localisation du site d’échantillonnage.

Figure 12 : Géographie de la zone de prélévement des feuilles du citron (google map, 2020).
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Figure 13 : photographies des feuilles du citron.

I11. Montage et protocole général de synthese
I11. 1. Préparation de I’extrait aqueuse des feuilles du citron (Citrus limon)
Le dispositif expérimental utilisé dans cette étude, est représenté sur la figure ci-

dessous (Figure 14).

)

T ) YT
Lt } — Nl = f

Figure 14 : Extraction aqueuse avec montage a reflux.
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Les feuilles du citron ont été la premiére fois rincées quatre fois avec de I'eau de robinet
pour enlever le sable et les débris puis laver par ’eau distillé, et alors séché a l'air a la
température ambiante. L'extrait aqueux a été préparé par chauffage a reflux de 15 g de
biomasse dans un 150 ml de I'eau distiller a 60 °C pendant 15 minutes, et filtré a l'aide du
papier filtre pour enlever toutes les particules. La solution claire jaune péle a été obtenue et
stockée & 4-8 °C.

I11. 2. Préparation de I’extrait de la plante poudre

On fait une deuxiéme préparation de 1’extrait de plante avec les mémes conditions
précedentes. Apres la filtration, le mélange final a été met dans un cristallisoir et sécher a 50
°C dans une étuve et apres gratter avec une spatule pour obtenir une poudre.

I11. 3. Biosynthese des nanoparticules d*argent

D’un autre co6té, Une solution aqueuse d’une couleur transparente a été préparée avec
d’AgNOs agitée avec I’eau distillé a l'aide d'un mélangeur magnétique jusqu'a ce que la
totalité du nitrate soit dissoute.

Ensuite, dans le processus de synthese typique de nanoparticules d'argent, ajouter goutte
a goutte 20 ml d'extrait dans les 90 ml de 1 mM de solution de nitrate d'argent. Le mélange
réactionnel a été maintenu a 60 °C pendant 15 minutes sous agitation mécanique
constante. Le pH reste entre 4,7 et 5,0 pendant la période de réaction. Le changement de
couleur de la solution a partir de jaune a marron claire a été noté et la formation de
nanoparticules a été contr6lée en utilisant un spectrophotometre UV-Vis. Les nanoparticules
d'argent synthétisées ont été centrifugées a 15 000 tr / min pendant 20 minutes, Le culot a été
lavé avec de I'eau distillée plusieurs fois pour éliminer les impuretés et de I'éthanol a 90%
pour obtenir de la poudre d'Ag NPs pure.

La synthese des NPs d’Ag par cette méthode se produit généralement selon trois étapes
distinctes :

o La dissolution des sels métalliques dans I’extrait en présence d’une quantité prédéfinie
de surfactant.

e Le chauffage jusqu’a la température désirée sous agitation mécanique.

o Le refroidissement lent a température ambiante du mélange réactionnel, pour enfin

obtenir une solution colloidale.
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Figure 15 : Schéma illustrant le protocole de préparation de nanoparticules d’argent par
extrait de feuilles du citron.
IV. Analyse et Caractérisation
IV. 1. Analyse des caractéristiques physico-chimiques d’extrait des feuilles du citron
L’étude physicochimique quantitative permet de détecter les différentes familles
chimiques présentes dans les feuilles du citron. [135]
IV.1.1. Extraction des composés phénoliques
a) Principe d’extraction

La rupture des tissus végétaux et la diffusion a pour but de libérer les polyphénols de
la matrice végétale.

b) Préparation des extraits

3g de la poudre des feuilles du citron sont extraits au moyen de 50 ml de méthanol
sous agitation magnétique pendant 12 heures a température ambiante (25 °C) et a I’abri de la
lumiere puis filtrés avec du papier filtre.

Les filtrats sont mis dans des béchers, ensuite, séchés a 1’aide d’une étuve a 40 °C
jusqu’a I’obtention d’un poids stable. Les extraits sont pesés apres 1'évaporation pour estimer
le rendement d’extraction comme suit :

Ou : Taux de la matiére extraite (%) = ((p1- po) / E) x 100
P1 : poids de bécher vide (Q).
Po : poids de bécher apres 1’évaporation (g).
E : poids d’échantillon (g).
IV.1.2. Dosage des composés phénoliques

IV.1.2.1. Dosage des poly phénols totaux

La concentration des phénols totaux a été déterminée par la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu avec spectrophotométrie UV-visible et a été décrit en 1965 par Singleton et
Rossi.

a) Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMO12040). Il est
réduit lors de Il'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleu de tungstene et de
molybdéne [136]. La coloration produite, dont lI'absorption maximum a environ 760-765 nm
est proportionnelle aux taux des composés phéenoliques oxydés présents dans les extraits

végétaux.
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b) Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé selon la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteau avec quelques modifications [137]. Pour réaliser ce dosage, Une quantité de 100 ul
des échantillons (d’huile et des extraits des feuilles d’olivier) sont mélangés avec 500 pul du
réactif de Folin-Ciocalteu fraichement préparé (dilué 10 fois) et incubées a température
ambiante dans 1’obscurité. Aprés 2 min, 1,5 ml de carbonate de sodium Na>COz (20%) sont
ajoutés. Le mélange final subit une agitation a 1’aide d’un vortex.

Un blanc, contenant tous les réactifs, excepté 1’échantillon qui est remplacé par le
méthanol, est préparé dans les mémes conditions.

Aprés 2 heures d’incubation a I’obscurité, la lecture est réalisée a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 760 nm.

La détermination de la concentration en polyphénols totaux est effectuée en se basant
sur une courbe d’étalonnage y = ax + b (Voire annexe 05 figure 01) réalisée en parallele par
I’acide gallique est utilisé comme standard pour préparer une gamme étalon dans la marge de
concentration 0-2 mg/ml, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. La
teneur des polyphénols totaux a été exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par
gramme.

IV.1.2.2. Dosage de la concentration en flavonoide

Le dosage des flavonoides est basé sur la complexation des flavonoides par 1’aluminium
suite & la chélation de métaux (AI**) utilisés sous forme de trichlorure d’aluminium (AICls),
par les groupements OH.

Le chlorure d’Aluminium forme des complexes jaunatres avec les atomes d’oxygene

présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides comme la montre la figure ci- dessous. [138]

ol Al3+

OH O

Figure 16 : Mécanisme de réaction de chlorure d’aluminium avec les flavonoides.
2 ml de jus ou des extraits méthanoliques sont mélangés avec 2 ml de solution de

chlorure d’aluminium (Al Cls, 6 H20) (2%). Puis homogeénéiser et laisser au repos pendant 15
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minutes a température ambiante a 1’obscurité. Le blanc est préparé dans les mémes
conditions. Apreés 2 heures d’incubation a I’obscurité, la lecture est réalisée a I’aide d’un
spectrophotométre a une longueur d’onde de 760 nm.

La quantité de flavonoides contenue dans notre échantillon est calculée en se référant a
une courbe d’étalonnage réalisée avec la quercitrine (Img/ml). La quercitrine est utilisee
comme standard pour préparer une gamme étalon dans la marge de concentration 0 - 250 mg
L. (Voire annexe 05 figure 02)

IVV.2. Caractérisation des nanoparticules préeparées

Compte tenu du caractere nanométrique et cristallin des Ag NPs synthétisés via la
méthode « chimie verte dans cette étude, I’utilisation de nombreuses méthodes expérimentales
a été nécessaire.

v Les Ag NPs biosynthétisés ont été caractérisés par spectroscopie par la bande de
résonance plasmonique de surface en utilisant une spectroscopie UV-Visible.

v Les analyses par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) ont été
réalisées a ’aide d’un spectrométre IR a transformée de Fourier de marque Bruker en mode
de réflexion totale atténuée (ATR en anglais) dans D’intervalle 400 - 4000 cm™. Cette
technique a ¢été utilisée afin d’identifier les groupements fonctionnels présentes dans un
échantillon ainsi que les liaisons développées apres la formation des nanoparticules d’argent.

v L’analyse morphologique et la composition des nanoparticules ont été mises en
évidence par microscopie électronique a balayage de type « COXEM-30 » couplé d’un
spectrometre a dispersion d’énergie de rayons X (EDX) fonctionnait a une tension
d'accélération de 25 Kv avec un grossissement de 30 000 X et une grande distance (WD) de
14,900. Les nanoparticules d’argent ont été obtenues par centrifugation et séchées pour étre
placées a l'intérieur de grilles de carbone pour observer la microstructure de la surface et EDX
montrant la composition et le pourcentage des nanoparticules d’argent.

IVV.3. Evaluation des activités biologiques
IV.3.1. Evaluation de I’activité antioxydant avec la méthode antiradicalaire contre
le radical DPPH

L’activité antiradicalaire de DPPH" a été déterminée en se basant sur les essais décrits
par Brand-Williams et al. [139] avec quelques modifications. Ainsi, dans un volume de 1 ml,
on prépare différentes concentrations de I’extrait a tester dans le méthanol, on ajoute, ensuite
2 ml de la solution de DPPH" de concentration 0,1 mM. Aprés agitation vigoureuse, le

mélange est incubé pendant 1 heure a I’obscurité et a température ambiante, puis 1’absorbance
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est mesurée a 515 nm par un spectrophotométre UV-vis (JASCO-V530). Une solution
contenant 1 ml méthanol et 2 ml de DPPH" considérée comme blanc analytique est préparée
en parallele.

L’estimation de 1’activité antiradicalaire est exprimée par la valeur du pourcentage
d’inhibition (%) calculé a ’aide de la formule suivante :

%] = [(Abso — Absz) /Abso)] x100

Avec Abso : absorbance du blanc analytique.

Abs; : absorbance de la solution en présence d’extrait.

La courbe donnant la variation du (%Il) en fonction des différentes concentrations de
I’extrait, permet de déterminer 1’activité antiradicalaire ou ECso (Efficient Concentration
50%), définie comme étant la quantité d’extrait nécessaire pour diminuer de moiti¢ la
concentration initiale de DPPH. A titre d’indication, un standard : 1’acide ascorbique connus
pour leur effet anti-radicalaire contre le DPPH ont été testés en paralléle.

V. Evaluation de I’activité antimicrobienne et antifongique

Tous les produits chimiques synthétises sont testés sur différentes bactéries afin
d’évaluer L’activité antibactérienne.

V.1. Les souches bactériennes pathogenes

Les souches choisies pour tester 1’activité antimicrobienne de nos produits, ont été
fournies par 1°‘American Type Culture Collection (ATCC), et ont été obtenues de laboratoire
de microbiologie du Centre Universitaire d’Ain Témouchent et Le Laboratoire de Biologie
des Systemes Microbiens (LBSM) a I'Ecole Normale Supérieure de Kouba, Alger.

Les germes qui ont été choisies sont les suivants :

> Des Bactéries a gram positif :
v Staphylococcus aureus ATCC 25923.
> Des Bactéries a gram négatif :
v Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
v Escherichia coli ATCC 25922.
> Une levure :
v Candida albicans ATCC 10231.
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Tableau 05 : Généralités sur les souches bactériennes utilisées.

Les Souches
Testées

Caracteres
bactériologiques

Habitats

Pouvoir
pathogéne

Escherichia coli

Bactérie Gram -

-Le tube digestif

-Septicémie méningite du
nourrisson,
de plaies opératoires et gastro-

ATCC 25922. entérites.
-Douleurs abdominales et des
diarrhées sanglantes.
-Infections nosocomiales
-Eau et sols e
Pseudomonas humides (personnes fragilisees ou
aeruginosa Bactérie Gram - Surface des immunodéprimées)
ATCC 27853. . -Infections urinaires, oculaires
Vegétaux

et pulmonaires

Staphylococcus

- Les fosses nasales

-Infection hospitaliére.
-Responsable des abces, des
plaies, des septicémies, de

aureus ATCC Bactérie Gram + | - La gorge pneumonie et de I’intoxication
25923. - Le tube digestif alimentaire.
-Infections mortelles chez
I’homme.
Candida
albicansATCC Levure
10231

a) Milieu de culture (voire I’annexe 04)

>  Milieu de culture liquide

v" Bouillon Muller-Hinton (BMH)

v Bouillon Saboureau (BS) (Sigma- Aldrich)

> Milieu de culture solide

v Gélose Mueller Hinton (MH) (Sigma- Aldrich)

v Gélose dextrose de pomme de terre (PDA)

V.2. Méthodes de détermination de P’activité antibactérienne

L activité antibactérienne et antifongique de nos produits synthétisés, a été évaluee in

vitro, sur différentes souches bactériennes et fongiques, par la méthode de diffusion en milieu

solide tel que décrite par Igbal et al. [140] avec quelque modification. Cette activité est

déterminée par mesure du diamétre de la zone d‘inhibition de la croissance bactérienne qui

apparait autour du puits contenant un produit actif.

36




a. Préparation de I’inoculum

b. Conservation des souches étudiées

Les souches reférentielles sont conservées a 4 °C dans des tubes stériles contenant 10
ml Mueller Hinton (MH) inclinée pour les bactéries et Gélose sabouraud pour la souche
fongique (levure).
c¢. Ensemencement des souches conservées

a) Pour les bactéries :

Dans un endroit stérile et a partir des souches bactériennes conservées, Les souches sont
revivifiées dans du bouillon nutritif (MH) a 37 °C pendant 24 h. Aprés, un ensemencement a
été faite sur des boites pétri contenant de la gélose de M-H puis remettre en incubation a 37
°C pendant 24 h pour Vvérifié leur pureté.

b) Pour la levure :

La levure sont revivifiées dans du bouillon nutritif Sabouraud a 30 °C pendant 48 h,
puis cultivée sur boite contenant de la gélose PDA pendant 24 a 48 h pour vérifier leur pureté.

d. Préparation des suspensions microbiennes

a) Préparation des suspensions bactériennes

Une ansée de colonies bien isolées (deux a trois colonies) est mise dans un tube stérile a
vis contenant 10 mL de Bouillon Muller-Hinton puis laissé incuber a 37 °C pendant 18 h,

pour favoriser leur croissance bactérienne.

b) Préparation des suspensions fongiques
La levure a été cultivée dans le Bouillon Sabouraud a 30 °C pendant 24 a 48 h, pour

favoriser leur croissance.

c) Ajustements de la charge microbienne

Apreés I’incubation des suspensions, un certain volume de cette culture est dilué dans le
Bouillon sélectif, La suspension bactérienne est bien homogénéisée, et la densité optique
(DO) pour chaque souche est ajustée a I’aide d’un spectrophotométre (JENWAY 6715 UV/
Vis. Spectrophotomeétre) dans une longueur d’onde de 625 nm avec un intervalle compris
entre [0.08 - 0.10] I’équivalent de 108 UFC/mI pour les bactéries [141], et dans une longueur
d’onde de 530 nm avec un intervalle compris entre [0.12 - 0.15] I’équivalent de 1 a 5 x10°

UFC/ml pour Candida albicans. Pfaller et al. [142]
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e. Test d’activité antibactérienne par diffusion en milieu solide (Antibiogramme par la
méthode des puits)

Pour chague espéce bactérienne ont été préparées deux boites de pétri. L’une contenant
les antibiotiques de référence, sous forme de disques de papier, et I’autre boite de pétri
contient nos produits.

L'activité antibactérienne de nos échantillons a été étudiée pour chaque souche Selon la
technique d‘inondation. A partir d'une culture de 18 & 20 h (10°-10% UFC/mL), Chaque boite
de Pétri est écouvillonnée (sous forme de stries serrées) par la souche bactérienne donnée en
surface du milieu Mueller Hinton pour les bactéries et Gélose SB pour la levure
préalablement coulé dans des boites de Pétri. Apres 15 mn, a température ambiante, temps
durant lequel les bactéries se fixent a la surface du milieu de culture, des puits ont été
découpés a l'aide de pipettes Pasteur (I'extrémité épaisse de 6 mm). Le fond des puits est
obturé par une goutte de gélose Mueller Hinton pour limiter la diffusion de notre produit sous
la gélose. Ensuite 20 ul d‘échantillon d‘étude est distribuée dans chaque puits. Aprés de pré-
diffusion des échantillons d‘étude a température ambiante (20 mn), les boites sont incubées
dans I’étuves pendant 24 h a la température de 37 °C pour les bactéries et 30 °C pour la

levure, aprés ce temps les auréoles d'inhibition sont mesurées en mm a l‘aide d‘une régle.
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Chapitre 111 :

ReésultatsetDiscussion



Ce chapitre présente les méthodes expérimentales utilisées dans le cadre de cette
étude. Le but de ce chapitre est de présenter la méthode de synthése des NPs d’argent par
chimie verte. La voie verte des nanoparticules métalliques (NPs) a attiré une attention
considérable ces derniéres années car ces protocoles sont simples, peu colteux et plus
respectueux de I'environnement que les méthodes de synthése standard.
|. L’analyse des composés phénoliques de I’extrait des feuilles du citron

Les composeés phénoliques jouent un role tres important pour la stabilité oxydative et
I’activité antioxydant. Ils sont actuellement I’objet de nombreuses études a cause de leur
action bénéfique sur la santé [143]

Les résultats du dosage colorimétrique des composés phénoliques réalisés sur 1’extrait aqueux
des feuilles du citron limon sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 06 : Les composés phénoliques d’extrait de citron limon.

composés phénoliques

Rendement de Polyphénols totaux Flavonoides
I’extraction (en %)  (mgéq AG/100g MS)  (mg éq Q/100g MS)
L’extrait des

46.43 3035,22 782,12
feuilles du citron

Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3)
a. Rendement de I’extraction méthanoique

La méthode d’extraction par macération en utilisant le méthanol pur (99%) comme
solvant d’extraction, et I’extraction hydro-méthanoique des polyphénols a partir les feuilles du
citron a permis d’obtenir des extraits riches aux différents composants Biochimiques.

La teneur en composants des extraits est reportée en pourcentage de la matiére seche et
présenté dans le tableau 06.

Le taux d’extraction est noté pour les feuilles (46.43%). L'extraction des composés
phénoliques a partir de la matiére végétale est influencée par leur nature chimique, la variété,
la méthode d'extraction et les dimensions des particules de I'échantillon.

b. Polyphénols totaux

Les polyphénols sont des composés ubiquistes, ils attirent I’attention depuis quelques
années a cause de leurs propriétés antioxydants, en effet, ils sont capables de piéger des
radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles,
superoxydes et peroxyles. Ils sont aussi capables de pieger les ions métalliques, car ils ont des

propriétés chélatrices.
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Les résultats du dosage spectrophotométriques des polyphénols totaux obtenus pour
les extraits méthanoliques de des feuilles du citron est rapportée en mg équivalent d’acide
gallique par g du poids sec (mg éq AG/100g MS) Des mesures de densité optique pour chaque
extrait se sont réalisées a 350 nm (Annexe 05 figure 01), sont présentés dans le tableau 06.

Le dosage des composés phénoliques des poudres issues du séchage conventionnel a
I’étuve Ventilée montre que la teneur en polyphénols totaux pour les feuilles est de (3035,22
mg ég AG/100g MS) donc I’extrait des feuilles du citron limon contient une quantité
appréciable de composés phénoliques.

c. Lateneur des flavonoides

La quantification des flavonoides a été faite par rapport a une courbe d’étalonnage
linéaire de quercetine (y = ax) réalisée par un étalon qui est la quercetine a différentes
concentrations. Des mesures de densité optique pour chaque extrait se sont réalisées a 430 nm
(Annexe 05 figure 02). La quantité en flavonoides totaux est exprimée en microgramme (mg)
équivalent quercetine par 100 g MS.

Les teneurs en flavonoides obtenues a partir des extraits des feuilles est 782,12 mg
EAG/100g MS.

Et d’aprés les recherches, les feuilles du citrus limon est contenu aussi d’autre composés
phytochimiques, tels que les terpénoides, acide ascorbique et ils sont trés riche en
caroténoides.

I1.La Biosynthése des nanoparticules d’argent a base de I’extrait des feuilles du citron

La biosynthése et la synthese "verte" sont d'autres domaines remarquables de la chimie
pour la préparation des NPs d’Argent en solution. Dans ces synthéses, la biomolécule agit
directement a la fois en tant que stabilisant et agent réducteur. En raison de I'abondance des
groupements carboxyles, carbonyles, hydroxyles et phénols dans d’extraits aqueux des
feuilles du citron, ces derniers peuvent réduire le cation Ag® et stabiliser les NPs d’argent
ainsi formées via ces groupements. Donc, en utilisant une solution aqueuse d'extrait des
feuilles du citronne tant que bioréducteur.

Les NPs d’argent préparés sont caractérisés en utilisant :

11.1. Spectrophotometre UV-visible

La formation des nanoparticules d'argent peut étre contr6lée a la fois par un
changement visible de couleur et quantitativement par mesure des spectres UV-Vis. C’est la
méthode incontournable et la plus simple. Les spectres d’absorbance d’échantillons contenant

des nanoparticules d’argent sont systématiquement observés dans les études. La position, la
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forme de la bande plasmonique ainsi que sa largeur & mi-hauteur (FWHM) dépendent
fortement de la taille et de la forme des nanoparticules.

Il s'agit tout simplement a rajouter des extraits naturels dans une solution aqueuse d'un
sel d’Argent (AgNO:3) et attendre jusqu'a la variation de la couleur de la solution indiquant la
formation des NPs d’Ag.

La formation d’Ag NPs est détectée par I'observation du changement de couleur de la
réaction moyen de jaune pale d’extrait a la couleur brun rougeéatre dans les 24 heures. Le
changement de couleur de la solution est dii a excitation des vibrations de Plasmon de surface
des Ag NPs. La Figure 17 montre le spectre d'absorption UV-Vis de nanoparticules d'argent
produites Ag NPs allant de 400 a 700 nm et on remarque un pic symétrique exceptionnel
autour de 430 nm. C'est a la suite de la résonance plasmonique de surface des Ag NPs. Le

méme phénomene a été signalé par d’autre chercheur. [144-146]

Abs

nm
Figure 17 : Le spectre d'absorption UV-Vis de nanoparticules d'argent produites.
11.2. Caractérisation par spectroscopique infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)
Pour pouvoir étudier les interactions possibles entre la surface des nanoparticules
d'argent et les composés de 1’extrait des feuilles du citron, des spectres FTIR de 1’extrait et
des nanoparticules d’Ag ont été enregistrés dans un intervalle de nombre d'onde entre 4000 et
450 cm™ (Figure 18). En comparant a la fois les deux spectres FTIR, on a constaté que de
nombreux pics obtenus dans le cas du spectre de I’extrait ont été répétés dans le spectre FTIR
en présence de nanoparticules d’argent avec des changements dans la position ainsi que dans

l'intensité des bandes de transmission et la disparition ou 1’apparition de quelques autres.
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La comparaison entre les deux spectres IR d’extrait des feuilles du citron avant et

aprés 1’addition de nitrate d’argent montre un changement dans les principales bandes

caractéristiques d’extrait des feuilles de citron. Nous remarquons que :

v La disparition d’une bande a 1100 cm™ correspond a une vibration d’élongation de la

liaison C-O de polyols talques le flavonoides, triploides et polysaccharides et qui
démontrer la présence de composés phénoliques dans I'extrait de plante ainsi que la
bande de vibration située vers 1300 cm™ attribuée aux C-H du cycle aromatique et la
bande intense située vers 1509 cm™ attribuée a I’amide secondaire (N-H) et
’apparition d’une bande intense située vers 1185 cm™ qui confirme Les composés
phénoliques sont considérés comme des agents reducteur dans ce cas.

Une diminution de I’intensité de la bande large située a 3369 cm™ caractéristique OH
qui représentent les groupements OH libre dans la molécule et formant un groupe OH
liaisons hydrogéne.

Un apparition deux pics sont observés a 520 et 460 cm™ attribués a la liaison Ag-O de
I’oxyde d’argent.

L’analyse spectroscopique IR a permis de confirmer la formation des nanoparticules

d’argent et aprés la réduction des ions Ag™ et ces résultats sont similaires a celui observé par

Padma [147]
= NP5 d' AG
05| = L'extrait des feunilles
du citron
5
g 90
=
-
=
g
= 85
- 1185
et | b

80

Il 'l L |

3500 3000 2700 2400 2100 2800 1500 1200 1000 500
1

Wavenumbers cm”

Figure 18 : Spectre FTIR d’extrait des feuilles du citron et NPs d’Ag.
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11.3. Caractérisation par spectroscopie électronique a balayage MEB et EDX

Dans le cadre de notre étude, 1’analyse par spectroscopie ¢lectronique a balayage MEB
a principalement ¢été réalisée pour connaitre deux types d’informations : la taille et la
morphologie des particules synthétisées.

L’image MEB des Ag NPs synthétisées par extrait aqueux des feuilles de citron limon
est représentée dans la figure 19 On observe d’assemblage des petites nanoparticules
sphériques de taille inférieure & 100 nm. Le méme comportement a été signalé par d’autres
chercheurs. [148-149]

Figure 19 : image MEB des nanoparticules synthétisées.
Pour connaitre la composition atomique des nanoparticules, une analyse par MEB-
EDX a été réalisée, la figure 20 représente les résultats d’analyse EDX des Ag NPs
synthétisée montre un pourcentage trés important de I’argent qui confére la formation des NPs

d’Ag.
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Figure 20 : Spectre EDX des Ag NPs synthétisées.
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I1.4. Mécanisme de formation des nanoparticules d’argent

Le mécanisme de formation des nanoparticules est tire de la littérature en tenant
compte du fait que I’extrait de la plante est trés riche en polyphénols. La présence de Ag*
provoque 1’oxydation des groupement hydroxyles pour former un complexe d’argent
intermédiaire puis une quinone et des ions Ag*, ces derniers sont réduits en Ag métallique en

présence d’électrons libres.
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Figure 21 : Mécanisme de la réaction des d’Ag NPs.

La stabilit¢ colloidale des nanoparticules est assurée par l’interaction entre les
hydrogénes du groupement phénolique de I’extrait aqueux et les nanoparticules d’argent
chargées négativement.

I1.5. Les résultats des activités biologiques
I1.5.1. L’évaluation de I’activité antioxydant avec Piégeage des radicaux DPPH°

Plusieurs méthodes ont été développées pour évaluer toute I'activité antioxydant des
fruits ou d'autres tissus de plante car il y a différents antioxydants et radicaux libres.

L’activité antioxydant des extraits aqueux des feuilles du citron et les NPs d’Ag a été
déterminée par 1’Activité antiradicalaire DPPH et I’acide ascorbique est utilis¢ comme
standard pour préparer la gamme d’étalonnage.

Ce radical est stable et la capacité des antioxydants a donner un atome d’hydrogéne est
suivie par la réduction de coloration du radical, a été suivie avec spectrophotomeétre UV-
visible a 517 nm. L’acide ascorbique est utilis¢é comme standard pour préparer la gamme

d’étalonnage.
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Figure 22 : mécanisme de réduction de radical DPPH (Décoloration de la solution du DPPH
du violet en jaune).

Ensuite, nous avons déterminé les CEso des échantillons étudiés a partir des equations
des régressions linéaires des graphes représentés dans 1’annexe 05 figure 03 CEso est la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH. Les valeurs inférieures de CEso
indiquent l'efficacité de 1’échantillon et ainsi un pouvoir antioxydant plus fort. En générale,
Les extraits les plus riches en composés phénoliques manifestent les activités les plus
importantes contre le radical DPPH.

Les résultats des concentrations efficaces des échantillons testés qui causent la réduction de
50% du DPPH°® sont résumés dans le tableau 07 et les figures 23 et 24.
100

o] e

40 -

%inhibition

— NPs d'Ag
— |'extrait des feuilles du citron

20 /
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Figure 23 : I’évaluation de la réduction du radical libre DPPH en fonction des concentrations

de I’acide ascorbique, L’extrait des feuilles du citron et NPs d’Ag.

45



Tableau 07 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH et les valeurs de CEso des
échantillons testés.

Pourcentage
d’inhibition du
radical DPPH
(en%)
CEso (pg/ml) 6.24 6.26 4.25

54.20 53.86 58,5

B L'extrait des feuilles du citron |
4.5 - NPs d'Ag

Acide ascorbique

3.5 A

Pourcentage d’inhibition du radical
DPPH (en%)

Figure 24 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par 1’acide ascorbique, les extraits des

feuilles de citrus limon et NPs d’Ag.

Ces résultats montrent que les deux échantillons présentent une capacité de piéger le
radical DPPH. Alors que D’extrait présente un pourcentage d’inhibition 54.20% et les
nanoparticules 53.86%. En suivant ces résultats, nous pouvons déduire que I’activité
antiradicalaire des NPs Ag est comparable que celle de I’extrait. Généralement, les feuilles de
citrus limon constituent une source de composés phénoliques avec des activités antioxydants
appréciables. Comme figurant dans le tableau 06, les deux échantillons (L’extrait des feuilles
du citron et NPs d’Ag possedent une capacité de neutralisation de DPPH°® inférieur a celui de
standard (acide ascorbique), qui sont respectivement 6.24 pg/ml, 6.26 pg/ml et 4.25 pg/ml.

Donc ’effet antioxydant des nanoparticules est attribuée a la composition chimique de

I’extrait qui contenus une concentration tres élevée en composés phénoliques.
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11.5.2. L activité antibactérienne et antifongique

Leactivité antibactérienne et antifongique de nos produits synthétisés, a été évaluée in
vitro, sur différentes souches bactériennes et fongiques, par la méthode de diffusion de puits
en milieu solide. Vis —a vis une bactérie Gram positif dont fait partie : Staphylococcus aureus
ATCC 25923, deux bactéries Gram négatif dont fait partie : Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et un fungi le Candida albicans ATCC 10231.

Cette methode consiste a déposer des échantillons sur un milieu nutritif dans lequel
une souche bactérienne a été inoculée. Elle permet de voir directement I’effet antibactérien du
matériau soit par 1’apparition d’un halo d’inhibition autour des puits de 1’échantillon si celui-
ci diffuse, soit par I’absence de la croissance bactérienne dans la zone ayant été en contact

avec le matériau si celui-ci est inhibiteur mais ne diffuse pas.

Tableau 08 : résultats de I’activité antibactérienne de nos produits par la méthode de

diffusion en milieu solide.

Le tableau ci-dessous reporte les valeurs en mm des zones d’inhibitions atteintes avec les
différentes souches étudiées.
Selon Ponce et al. [150], le diamétre des zones d‘inhibition renseigne sur la sensibilité d’une
bactérie, donc les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité :

> souche résistante (D <8 mm)

> souche sensible (9mm < D < 14mm)

> souche tres sensible (15mm <D < 19 mm)

> souche extrémement sensible (D >20 mm)
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Les bactéries Fungi
Gram + Gram -
S. aureus P.aeruginosa E.coli Candida albicans
ATCC 25923 ATCC 27853 | ATCC 25922 ATCC 10231
AgNO3 18 6 14 16
L’extrait 13 0 0 20
Ag NPs 25 12 13 33
eau distillé 0 0 0 0
Témoin -

A fin d'examiner ’activité antimicrobienne de 1’extrait des feuilles du citron limon,

solution de nitrate d’argent AgNOs et des nanoparticules d'argent synthétisées, On observe

que les différentes souches de bactéries étudiées réagissent difféeremment aux antibiotiques

testés, méme s’il s’agit de deux souches d’un méme gram bactérien.

L'effet inhibiteur renommeé de I'argent est connu pour de nombreuses années et utilisé

pour diverses applications médicales. Il ressort a travers 1’observation des zones d’inhibition

répertoriées dans le tableau précédent, que AgNOs testée manifestent des zones d’inhibition

dont le diametre varie de 18 a 14 mm contre S. aureus et E. coli, a I’exception de P.

aeruginosa qui se révéle résistante a cette produit. D’autre part, I’extrait aqueux de feuilles du

citron présente une activité antibactérienne vis-a-vis le S. aureus donc elle montre clairement

un effet plus important sur les bactéries Gram positif. En effet, I’absence de zone d’inhibition
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dans les boites test ensemencées avec E. coli et P. aeruginosa traduit leur résistance a 1’extrait
étudié. Le potentiel antibactérien de 1’extrait étudié dépend de sa teneur en polyphénols et
plus particulierement en flavonoides et tanins. [151]

En plus, les NPs d’Ag montrent une efficacité antimicrobienne plus élevée par rapport
le sel de nitrate d’argent en raison du leur faible taille et son grande superficielle, qui fournit a
un meilleur contact avec micro-organismes.

Quelle que soit la bactérie utilisée, on observe des halos d’inhibition autour les NPs
d’Ag, ce qui signifie qu’il y a de phénomeéne de diffusion de I’agent antibactérien et qui
indiquant que les NPs d’Ag présentent un effet inhibiteur de la croissance bactérienne, aussi
appelé effet bactériostatique. Donc L’argent a ét¢ 1’un des premiers antimicrobiens utilisés
historiquement, mais notre étude montre que les NPs d’Ag peuvent étre plus efficaces que
I’argent.

De nombreuses études in vitro menées sur le potentiel antibactérien des composés
phénoliques les ont confirmés comme agents antimicrobiens contre un grand nombre de
microorganismes pathogenes avec des spectres d'activités variables. Donc, Il a été constaté
que les NPs d’Ag formés avaient une activité antibactérienne améliorée et les résultats
montrent que la richesse d’extrait des feuilles du citron en composés phénoliques a effet
synergique élevé.

Aprés 24 h d’incubation, la plaque de gélose contenant le Candida albicans montre
une forte reprise de croissance par apport les autres souches alors qu’elle trés sensible.

Les trois échantillons montrent une activité antifongique vis-a-vis le Candida albicans
et les NPs d’Ag donne le meilleur effet inhibiteur avec un. Ces résultats concordent avec ce
qui trouvé par Najimu Nisha et al. [152], Kim et al. [153] Et Lee et al. [154]

Les observations menées révelent que a l'aide d'extraits des feuilles de citrus limon
naturels, les NPs d’Ag synthétisés confirment leur effet antibactérien sur les pathogénes
courants dont Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et le

Candida albicans.
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Conclusion générale

Les nanoparticules d’argent ou nano-argent sont des molécules ayant une taille de 20-
40 nm, ils composées a 80% d’atome d’argent et a 20% d’ions argent, Ils sont trés prisés par
I’industrie pharmaceutique et agroalimentaire, de part notamment leur propriété biocide.

Les travaux expérimentaux nous a permis de valider la synthése de nanoparticules
d’argent colloidale par une voie verte. L’eau a en effet été utilisée comme solvant et
I’utilisation de I’extrait des feuilles du citron (citrus limon) comme agent stabilisant pour la
réduction du nitrate d’argent a été validée.

Les nanoparticules d’argent préparés sont caractérisées en solution en mesurant leur
résonance des plasmons de surface par spectrophotométrie UV-vis, une spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier, MEB et EDX.

Les résultats des analyses des composés phénoliques montrent que la teneur moyenne
en polyphénols, flavonoides et tanins totaux de I’extrait aqueux des feuilles du citron (citrus
limon) sont respectivement de 3035,22 mg équivalent acide gallique par 100 gramme
d’extrait, 782,12 mg équivalent quercétine par gramme d’extrait. En plus, des ¢tudes récentes
suggerent que les feuilles du citron sont une source appréciable en composé bioactifs
comparativement a 1’huile essentielle de citron.

Dans ce travail, nous rapportons une méthode simple et respectueuse de
I'environnement. Les NPs d’Ag ont été synthétisés avec succes et le taux de réaction pour la
synthese des nanoparticules par cette méthode et avec l'utilisation de I'extrait des feuilles du
citron est 2.5 h, qui sont beaucoup plus rapides que la synthése avec les feuilles de coriandre
négociée (12 h). [155]

Nous avons pu montrer que les NPs d’Ag synthétisés présentent un spectre de
résonnance plasmon de surface avec un maximum d’absorption a 782,12 nm et une allure
supposant la formation des nanoparticules de forme sphérique ou proche d’une sphére.
Matiéres organiques solubles dans l'eau présente dans le matériel végétal étaient
principalement responsables la réduction ainsi que la stabilisation des ions Ag & nanométrique
particules, confirmées par spectroscopie FTIR étude. La taille et la forme des nanoparticules
et la composition de leur surface a été étudiée a l'aide de mesures MEB et EDX. En générale,
La réduction d'ions d'argents par I'extrait des feuilles du citron donne des nanoparticules plus
stable avec différent diamétre inférieure a 10 nm. Il est a noter que dans le cas de formation
des nanoparticules d’argent, il est nécessaire d’utiliser des techniques plus fiables comme la

microscopie éelectronique a transmission (TEM) pour déterminer la taille exacte des particules.
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D’autre coté, les nanoparticules synthétisées ont montré un effet bactéricide trés
efficace contre les trois types des bactéries et un activité antifongique vis-a-vis le Candida
albicans. Les nanoparticules d’argent préparées de cette maniere ont également montré des
propriétés antioxydant raisonnables. Tous ces résultats démontrent que le bio-ingrédients
présents dans I'extrait de plante était efficaces pour la synthése des nanoparticules d'Ag avec
une efficacité biologique qui offre la possibilité de ’incorporer dans la composition des

produits alimentaires et pharmaceutiques.
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Les annexes :

Annexe 01 : Les trois principales formes de nano-objets

\

a) nanoparticule (3 dimensions externes  b) nanofibre (2 dimensions externesa  ¢) nanoplaque (1 dimension externe a
a I'échelle nanométrique) I'échelle nanométrique) I'échelle nanométrique)

Annexe 02 : Les différents types des nanoparticules
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Annexe 03 : Différentes formes des Nanoparticules

Nanocristaux éetoilés
d’oxyde de vanadium

Nanobatonnets de Co
avec des extrémités de Fe

Nanoparticule de Silice



Annexe 04 : Les Milieux de culture

> Milieu de culture liquide

v Bouillon Muller-Hinton (BMH)

Elle porte les caractéristiques suivantes :

Peptone de caséine 17,59
Extrait de viande 2,0 g
Amidon 1,59

Eau distillée 1 L

pH 7,4

v" Bouillon Saboureau (BS) (Sigma- Aldrich)

Tryptone 5,0 g

Peptone pepsique de viande 5,0 g
Glucose 20,0 g

Eau distillée 1 L

pH 5,7

» Milieu de culture solide

v Gélose Mueller Hinton (MH) (Sigma- Aldrich)

38g de poudre déshydraté
1L d’eau distillé.

v Gélose dextrose de pomme de terre (PDA) Composite de

Pomme de terre 200 g
Dextrose/Glucose 15,09
Agar - agar 20,0 g

Eau distillée 1 L

pH 5,6



Annexe 05 : Les courbes d’étalonnages
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Figure 01 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des composés phénoliques
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Figure 02 : Courbe d'étalonnage de la quercetine pour le dosage des flavonoides
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Figure 03 : Courbe d'étalonnage de 1’acide ascorbique



Annexe 06 : Evaporation a sec par le retavapor.
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Annexe 07 : Microscope électronique a balayage (MEB) couplée a 1’analyse chimique (EDS)




