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Ag : argent.

NPs : nanoparticule.

Ag NPs : nanoparticule d’argent.

DRX : Diffraction des rayons X.
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Introduction générale

Introduction géneérale :

Le mot « nano » est dérivé du mot grec « Nanos » qui signifie « nain » et que I'échelle nanométrique

représente une partie d'un milliard, un nanometre équivaut donc 10~° metres. [1]

La nanotechnologie est I'une des technologies les plus importantes qui pénétre dans de nombreux
domaines, car elle dépend de la formation des particules des dimensions nanométriques (nanoparticules)
NPs, et ces particules ont des propriétés différentes des minéraux qui les composent, et elles dépendent de

I’ingénierie des particules minérales dans différentes formes et tailles.

Intérét pour la production des nanomatériaux métalliques ces dernieres années en raison de leur uti-

lisation dans divers domaines tels que la biomédecine, I'agriculture, I'environnement et I'industrie. [2]

Les nanoparticules métalliques ont une large considération en raison de sa demande dans la variété
des domaines, y compris les sciences biomeédicales, l'industrie chimique, I'électronique, la livraison de

médicaments-géne et biocapteur, etc.

D’habitude, les nanoparticules peuvent étre synthétisées par différents procédé physico-chimique
comme la déposition de vapeur et la réduction chimique. Les produits chimiques utilisés lors de ces syn-

théses sont souvent toxiques, couteux et non respectueux de I’environnement.

Depuis quelques années la communauté scientifique étudie plutdt les organismes vivants (bacteéries,
champignons, plantes, levures...) comme biréacteurs pour fabriquer les nanoparticules. L’intérét des syn-
théses par les plantes, outre-leur simplicité de mise en ceuvre, est la disponibilité de la matiere premiere

et surtout I’activité biologique que peut présenter cette derniere.

Ce travail de mémoire a donc pour objectif 1’élaboration des nanoparticules d’argent par un procédé
simple, rapide et propres vis-a-vis de I’environnement et du manipulateur. Pour répondre a ces criteres
nous avons choisi de préparer les nanoparticules d’argent en dispersion aqueuse en utilisant I’extrait d’une

plante aromatique (Salvia verbinaca) comme bio réducteur.

Les produits végétaux trouvent une utilisation impérative dans la synthése des nanoparticules (NPs).
L’argent (Ag) est le métal de choix parmi les métaux nobles pour des applications potentielles dans le

domaine des systemes biologiques, de la matiére organique et de la médecine.
Ce travail se décompose en quatre chapitres :

v Le premier chapitre : vise la présentation botanique et la composition chimique de I’espéce étudié

Salvia verbinaca, ainsi I’intérét thérapeutique dans la médecine traditionnelle.

1
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v Le deuxiéme chapitre : est consacrée a une etude bibliographique sur les nanoparticules, no-

tamment la synthese, caractérisation et leurs applications.

v Le troisiéme chapitre : est constitué des mateériels et methodes de synthese des nanoparticules

d’argent.

v Le quatriéeme chapitre : contient les résultats obtenus des nanoparticules synthétisés, Ou les don-
nées comme I’infrarouge et UV-vis et ’activité biologique. Ces discussions ont été discutées et

caractérisation des nanoparticules d’argent et I’activité biologique.
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« Chapitre 1 » Présentation de plante étudiée
La famille lamiacées

I.1.La description botanique de la famille lamiacee :

La famille des Lamiacées est considérée comme I'une des plantes dicotylédones les plus impor-
tantes. C'est une famille diversifiée qui comprend environ 258 genres et 6900 especes mondiales ou plus.
Elle est répandue dans les régions tropicales et tempérées. Mais il est particulierement fréquent du bassin
méditerranéen a I'Asie centrale [3]. Les lamiacées sont souvent des plantes herbacees, des plantes aroma-
tiques annuelles ou pérennes, des sous-arbustes et rarement des arbres ou des lianes. Les tiges de section sont

carrées et les feuilles opposées sont parfois retournées.

Les fleurs sont généralement & deux lobes, a corolle irréguliere, possédant quatre étamines, dont
deux longues et deux courtes. De plus, les Lamiacées contiennent de nombreuses especes cultivées comme
épice (comme la sauge, le thym, le basilic, la menthe, etc...). De plus, cette famille est une source importante

d'huiles essentielles pour I'aromathérapie et I'industrie cosmétique.

1.2. Intérét économique de la famille lamiacées
La famille comprend de nombreux types économiquement importants, que ce soit pour ses huiles es-
sentielles ou pour une utilisation dans les épices. Car elle appartient aux genres de la menthe, du rosmarinus,
de la Salvia et du thymus. Les tubercules de certains Stachys sont considérés comme comestibles. Tectona
fournit du bois important. Plusieurs genres contiennent des espéces végétales : parmi eux, Aguja, Calicarpa,
Salvia etc... [4]

1.3. Le Genre Salvia

La Salvia est un merveilleux type de plante. Il est dérivé du mot latin Salavre, qui signifie sauver
et guérir, et c'est I'un des plus courants de la famille des Lamiacées [5], car le genre Salvia comprend des
especes annuelles, bisannuelles ou pérennes. Les tiges sont généralement en pente quadrangulaire comme
les autres membres de la famille des Lamiacées. Les feuilles sont généralement entiéres, mais parfois dentées
ou plumeuses. Les tiges des fleurs ont de petites bosses inégales [6]. Le genre Salvia (Sage) est l'un des
genres les plus importants de la famille des Lamiacées, avec prés de 900 espéces réparties dans le monde.

En Algérie, il existe 23 especes du genre Salvia [7].

1.3.1.1a description botanique de Salvia verbinaca :

S. verbinaca L est une plante herbacée vivace, de 8-30 cm de hauteur, trés polymorphe, surtout en
ce qui concerne les feuilles, qui sont simples, vertes, avec le limbe ovale ou ovale allongé dont les bords

sont fortement crenelés ou decoupes en lobes ou encore profondément divisés [8]
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Les fleurs assez petites, et de couleur violet bleuatre, elles sont bilabiées en épi de faux verticilles (ver-
ticillastres) de 5-10 flores et leur taille ne dépasse pas 15 mm [9]. Latige est pubescente, quadrangulaire.

Le calice de la fleur est bilabié, variable, & lévre supérieure tridentée et I'inférieure bidentée. (Figurl)

Elle croit dans les pelouses séches, les talus et au bord des chemins.

Figure 1.1: photo de I’espéece Salvia verbinaca L [10]
1.3.2. Classification taxonomique :

Tableau 1.1 : classification scientifique de S. Verbinaca [11]

Royaume Plantes
Sous royaume Tracheobiontes
Embranchement Spermatophytes
Division Magnoliophytes
Classe Magnoliopsides
Sous classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Salvia
Espeéce Salvia verbinaca Linn
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1.3.4. Synonymes :

Tableau 1.2 : les synonymes de Salvia verbinaca L [12]

Nom en italien Chiarella-minore

Nom en frangais Prud'homme, Orvale sauge.
Nom en anglais Vervain-Clary.

Nom commun Essafaya.

Dérivé du latin « Salvus » Signifiant « sain et

Le nom générique sauf » est d( aux propriétés médicinales de
Salvia officinals autre fois réputée quasiment
universelle

En arabe Zergtoun, koussa, meryiamia

1.3.4. La réparation S. Verbinaca :

L’espéce de Salvia verbinaca (sauge sauvage) est une plante médicinale couramment cultivée,
qui est indigéne aux régions climatiques méditerranéennes d'Europe, d'Afrique, d'Asie et du Moyen Orient.
Cependant, il est devenu une espéce envahissante dans les régions semi-arides et arides du sud de 1’ Australie
[13]. Une trés large distribution géographique de Salvia verbinaca a été signalée sur tout le pourtour du
bassin méditerranéen : du Maroc jusqu'aux Canaries, Algeérie, Tunisie, Lybie, Egypte, Chypre, Turquie jus-
qu'en Transcaucasie, sud et ouest de I'Europe jusqu'au nord de la Grande-Bretagne. Elle a été naturalisée

dans le sud-ouest de I'Afrique, I'Australie et en Amérique du Nord [14].

Figure 1.2 : carte géographique de plante S. Verbinaca dans le monde
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1.1.5. Composition phytochimique de cette plante :

La détermination qualitative et quantitative des polyphénols dans 1’extrait méthanoique de S. verbinaca
évaluée par RP-HPLC couplée a un détecteur UV multi-longueurs d'onde a révélé un profil chimique com-
posé de 18 composés phénoliques individuels. Ces composés ont été répartis dans trois classes : [15]

> Sous forme d'acides phénoliques (acide p-hydroxy benzoique, acide vanillique, acide caféique,

acide p-coumarique, acide férulique et acide rosmarinique).
> Des diterpenes phénoliques (acidecarnosique, carnosol, méthylcarnosate)

» Sous forme de Flavonoides : Flavanones (naringénine, naringine), flavones (lutéoline, cirsiliol,

apigenine, cirsilineol, genkwanine) et flavone glycosides (apigénine-7-glucoside).

1.3.6. Effet thérapeutique :
Le genre Salvia est considéré comme l'un des remédes a base des plantes les plus populaires
utilisés en médecine traditionnelle d'Afrique du Nord, et il était utilisé comme antiseptique, diurétique et
astringent [16]. D'autres types de Salvia sont également utilisés comme tisane. Et les ardbmes alimentaires,

ainsi que dans les industries des cosmétiques, des parfums et des médicaments [17].

La Salvia a été utilisée dans diverses maladies infectieuses et inflammatoires, des tumeurs et des
cancers en médecine traditionnelle en Chine et en Afrique du Sud. Quelques types sont utilisés contre di-
verses maladies telles que les troubles respiratoires et gastro-intestinaux, I'hépatite, les infections, le cancer,

la perte de mémoire, maladies cardiovasculaires, inflammation, troubles menstruels et insomnie. [18]

Concernant S. verbinaca, en périphérie de la wilaya de Bordj Bou Arreridj en Algérie ainsi qu'en
Tunisie et au Maroc, des feuilles fraiches hachées sont appliquées, en tant que substance, sur les plaies et
kystes excrétés pour faciliter leur cicatrisation [19]. Comme indiqué dans le Catalogue des plantes aroma-
tiques et médicinales du Haut Atlas oriental, les feuilles de la plante S. Verbinaca sont utilisées pour traiter
les crampes, les coliques et I'anxiété, et que la tisane pour les feuilles peut étre utilisée pour traiter les rhumes,
la grippe, pharyngite et angine de poitrine.
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Avant de parler des Nanoparticules, on parle tout d’abord sur les Nanotechnologies et de nanomatériaux

11.1. Nanotechnologies

Les nanosciences et les nanotechnologies est un domaine de recherche et d'innovation qui s'intéresse a la
construction des matériaux et des dispositifs - a I'echelle des atomes et des molécules. L'objectif des nano-
technologies consiste a produire des objets ou matériaux inférieurs a 100 nanometres, et I'étude et I'applica-
tion des choses extrémement petites qui peuvent étre utilisées dans tous les autres domaines scientifiques,

tels que la chimie, la biologie, la physique, la science des matériaux et I'ingénierie

A court terme, les plus grandes avancées grace a la nanotechnologie se présenteront sous la forme de
nouveaux dispositifs et procédés médicaux, de nouveaux catalyseurs pour l'industrie et de composants plus

petits pour les ordinateurs [20].

11.2. Nanomatériaux

Un nanomatériau est un matériau dont les dimensions extérieures inférieures a 100 nanometres

peuvent étre mesurées, et un nanometre équivaut a une partie d'un milliardieme de métre.

Les nanomatériaux peuvent exister naturellement ou artificiellement et avoir des propriétés spé-

cifiques a partir de I'échelle nanométrique [21]
Il existe deux grandes familles des nanomatériaux [22] :
» Les nano-objets

Les matériaux nano structurés

Nanomatériaux
Les nano-objets [ Les matériaux
nanostructurés

les Les agrégats et
nanoparticules agglomérats
Les
les Nanofibres
nanocomposites

m :
les Nanofeuillets t::.-.o::.ér:::n

| Nanofil | | Nanotubes I | Nanotiges |

Figure 11.3 : schéma récapitulatif des different types des nanomatériaux [23].
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Les nano-objets sont des matériaux présentant une, deux ou trois dimensions externes dans le domaine

nanomeétrique.

Parmi ces nano-objets, les nanoparticules comprennent leurs trois dimensions dans le domaine nanométrique,
les nano plaques ont une dimension nanométrique alors que les nanofibres sont des nano-objets présentant

deux dimensions. [24]

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

Figure 11.4 : les trois principales formes des nano-objets [25]

11.3. Définition des nanoparticules

Les nanoparticules (NP) également appelées particules ultrafines (PUF), qui sont des nano-objets
dont les trois dimensions [26], dont la taille varie de 1 a 100 nm (1 nm = 10-9 M = 0,00000000001 M). Il est

donc plus grand que les atomes et plus petit que la cellule. [27]

De plus, les nanoparticules sont une masse moléculaire atomique ou microscopique, constituée

d'un million d'atomes liés entre eux de maniére presque sphérique avec un rayon inférieur a 100 nm.

I1.3.1. L’argent

L'argent est un métal de transition doux, blanc et brillantent et un élément chimique de numéro
atomique 47, symbole Ag. Parmi le cuivre et I'or, I'argent appartient a la colonne du tableau périodique et est

I'un des métaux qui conduisent le plus la chaleur et I'électricité il est utilisé sous plusieurs formes telles que
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colloides comme lotions, C'est le principal agent thérapeutique en médecine pour les maladies

infectieuses et les infections chirurgicales. [28]

I1.4. Les méthodes de synthése des nanoparticules d’argent :

Les deux grandes approches des méthodes de synthése des nanoparticules (figure 3)
» L’approche descendante, ou top down :

Cette approche est basée sur la miniaturisation. Elle consiste a fractionner un matériau jusqu’a ob-
tenir un objet de taille nanométrique en optimisant les technologies industrielles existantes. L’approche induit
principalement I’ utilisation des méthodes mécaniques (mécano-synthése, fortes déformations, ...) et Regrou-
pant essentiellement physiques (Le broyage a haute énergie, évaporation-condensation, procédé d'ablation
laser...) [29]

» L’approche ascendante, ou Bottom up (méthodes chimiques) :

La voie ascendante, Bottom- up, consiste a assembler des composants élémentaires (atomes,
molécules, agrégats) pour fabriquer des structures plus complexes, Cette voie nécessite 1’utilisation de trois

composants indispensables Un précurseur, un agent réducteur et un agent stabilisant.

Et L’assemblage ou le positionnement des atomes, des molécules ou des agrégats s’effectue de
facon précise, controlée et exponentielle, permettant ainsi 1’élaboration de matériaux fonctionnels dont la

structure est complétement maitrisée.

[Approche «< descendante » (top-down)]

Mécano-synthése Matériau massif
Consolidation et densification
Techniques de forte

déformation

’ Poudre

Nanoparticule

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

Agrégats/amas

~
-~
‘ﬁf Atomes

[Approche «< ascendante » (bottom-up) ]

Figure 11.5 : représentation schématique des deux grandes approches de synthése de nanomatériaux [30]
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L’approche « ascendante » fait appel a des procédés d’¢élaboration chimiques et physiques alors

que I’approche « descendante » induit, principalement, 1’utilisation de méthodes mécaniques.

*,

» Méthode physique :

Des méthodes mécaniques, telles que I'nomogénéisation et le broyage, ont été utilisées pour pre-
parer des nanoparticules d'argent pour une application antimicrobienne. Toutefois, les nanoparticules

d'argent obtenues ont formé des agrégats et ont montré un effet bactéricide et inhibiteur négatif.

Dans les processus physiques modernes, les nanoparticules d'argent sont généralement synthéti-
sées par évaporation et condensation. Le concept de la synthése de nanoparticules d'argent au moyen
d'un procédé de condensation de gaz inerte a été présenté dans l'article [31].

< Meéthode chimique :

Les méthodes chimiques de préparation des nanoparticules d'argent comprennent la réduction
chimique en phase aqueuse [32] [33] ou organique, [34], la réduction électrochimique [35] et la voie micel-

laire inverse [36], Biochimique Reduction [37] ... etc.

Les méthodes chimiques conventionnelles couramment utilisées comprennent I'approche du gel
colloidal, la précipitation chimique, la synthése colloidale, la méthode de Langmuir-Blodget (1-b) et les mi-
croémulsions. La méthode chimique de synthese du NP est simple, peu colteuse et de grandes quantités
peuvent étre préparées en peu de temp [38]. Des agents tensioactifs ou des méthodes de préparation a base
de polymeéres sont également utilisés pour empécher I'agglutination et obtenir un meilleur contréle des NP.
La méthode de preécipitation chimique homogéne est appliquée pour la synthése économique des molécules

d'oxyde métallique a diffusion unique de différentes formes et tailles [39]

% Méthode biologique :

La synthése de NP a l'aide de micro-organismes [40], d'extraits de plantes [41] ou d’enzymes
[42] comme I'acide désoxyribonucléique (ADN) est appelée biosynthese [43]. La synthése biologique de
nombreuses NP a l'aide de micro-organismes et d'extraits des plantes est plus couramment utilisee par rapport
a d'autres techniques en raison de leur nature écologique car aucun produit chimique toxique n'est utilise

dans ces méthodes, [44] et ces méthodes ne nécessitent pas de pression, température, etc...

10
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Nanoparticule d’argent

-
Les plantes Les micro-organismes
- ]
4
(
ia ani Fusarium oxysporum
Salvia spinosa [45] [49]y P

Fusarium semitectum

Citrus sinensis [47] [51]

TN N Y

Bacillus licheniformis

Ocimum sanctum [48] [52]

Thymus algérien [46] } Asperglll[uSsO;umlgatus }

Figure 11.6 : les bio réducteurs utilisent dans la methode biologique pour synthése des nanoparticules
d’argent
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Avantages des méthodes biologiques pour la préparation d*Ag NPs

» La méthode est sar et n'utilise ni ne produit des substances toxiques ou nocives pour I'environnement.
> Faible codt de préparation en raison de la disponibilité de la plupart des matériaux.
» Il n'est pas nécessaire d'utiliser des températures et des pressions éleveées.

> La facilité de la méthode ne nécessite pas des techniques compliquées.

[ Synthese des nanoparticules ]

N

L’approche descendante L’approche ascendante

!l N

Un matériau en vrac Poudre Groupes Atomes
000, 1) © oo
@ﬂ@ —) :l:ll:l ﬂﬂﬂg <::| @@ 0o

. / /

Méthode biologique

<\

TR CKX

Méthode physique

Lithographie par faisceau
d'électrons

Implantation ionique
Condensation de gaz inerte
Meulage mécanique
Fraisage

Synthese en phase vapeur

Méthode chimique

E

AN

Méthode de précipitation

Réduction chimique des sels
métalliques

Méthode électrochimique
Pyrolyse

Procédé sol-gel

Utilisation des plantes et de
leurs extraits

Utilisation de micro-orga-
nismes (bactéries, champi-
gnons)

Utiliser des algues (mi-
croalgues)

Utilisation d'enzymes et de
biomolécules

Figure 11.7 : représentation schématique des différentes méthodes de synthése des AgNPs [53]
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I1.5. Mécanisme de formation de nanoparticules d’argent :

Le processus de formation des nanoparticules en solution est si complexe que la formation de na-
noparticules métalliques dans les plantes et les extraits des plantes se déroule en trois étapes principales
et de nombreux paramétres peuvent interférer avec la formation des nanoparticules : température, con-

certation et nature des réactifs. Et agent réducteur. [54]

Metal Tonic Biological

Source Reduction
- = Nucleation
- ® g .—0...0‘ .
..’?::‘.‘ DEDD
roP® T Gae e -
o *” Some - e
Le s e - * b
o Geng, \ ° -
o 8= o
Semg - & . “ * -
oee - ‘
- %
* Accumulation
Key Factors g Stabilized & Capped
PH Nanoparticles
Concentrations
Reaction Time Metal Particle B
Reaction Temperature Capping Agents o A

Figure 11.8 : synthése verte des nanoparticules a partir d’extrait de plante [55]
11.5.1. Nucléation :
C'est une étape d'activation au cours de laquelle se produit la réduction des ions métalliques et la

nucléation des atomes métalliques réducteurs.

Le précurseur métallique est dissous puis réduit pour donner les atomes métalliques de valence
nulle. Une sursaturation élevée d'atomes insolubles crée de petits agrégats par collision. Cette deuxiéme
étape est appelée la nucléation : elle correspond a la formation in situ d'une nouvelle phase solide ther-
modynamiquement stable au sein de la phase liquide. La formation de noyaux apres un certain laps de
temps entraine une diminution de la sursaturation. Ainsi, la vitesse de nucléation diminue et le nombre

de particules dans le systeme devient constant.

11.5.2. La croissance :
Les nuclei ayant atteint un rayon critique vont pouvoir croitre par consommation des monomeres
se trouvant en solution. Cette étape de croissance est thermodynamiquement favorisée. Plus la concen-

tration en atomes est importante plus les particules vont croitre rapidement.

13
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11.5.3. Le murissement :

Le murissement Au fur et a mesure que la réaction se poursuit, le taux de sursaturation continu a
diminuer. La croissance ne peut plus se poursuivre, et une dernicre étape peut intervenir : c’est le phé-
nomene de murissement d’Oswald. Il s’agit de I’inter diffusion des atomes des plus petites particules

vers les plus grosses.

11.5.4 : Mécanisme possible impliqué dans la syntheése verte des AgNPs :

Les NP sont synthetisés a la fois a l'intérieur des plantes vivantes et dans la biomasse séchée,
plusieurs chercheurs ont proposé diverses approches mécanistes pour comprendre la voie cachée derriere
la synthése verte des AgNPs. Le mécanisme préliminaire implique I'accumulation de nanoparticules
apres la réduction de I'ion métallique et le processus de réduction est médié par certains agents réducteurs
ou implique certaines enzymes qui sont liées a la paroi cellulaire. [56] ont propose, pour la production
d'AgNPs sphériques en utilisant le champignon, I'activation, la nucléation et le processus de réduction
impliquent dans le mécanisme. [57] ont démontré que lors de la synthese verte des AgNPs lorsque I'ex-

trait de feuille est ajouté a I'AgNO3 aqueux, I'ionisation se déroule comme suit :

AgNO3 (aq) > Ag+ (aq) + NO3- (aq)

Les ions argent agissent comme des especes accepteuses d'électrons, les biomolécules végétales
agissent comme des especes donneuses d'électrons. Les pigments de chlorophylle agissent comme un
agent stabilisant entre la molécule donneuse et accepteuse. Ces biomolécules agissent comme un agent
réducteur principal pour la réduction de I'ion argent en métal. Les réactions d'oxydation et de réduction
sont effectuées par différents agents réducteurs et oxydants. L'interaction du groupe -CH3 avec l'extrait
de présent en ion métallique joue un r6le majeur dans la formation et la stabilisation des NP [58]

Apparemment, les produits biosynthétiques ou les cofacteurs réduits jouent un réle important
dans la réduction des sels respectifs pour former des NP. La possibilité de réduction de Ag + en argent

peut étre illustrée en conséquence du mécanisme connu sous le nom de glycolyse comme suit :

Glucose + 2ADP + 2Pi + 2NAD+ = 2 Pyruvate + 2ATP + 2 NADH+ 2H+

14
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Au cours de la glycolyse, la formation de NAD (nicotinamide adénine dinucléotide) se produit,
qui est une co-enzyme présente dans toutes les cellules vivantes. Le NAD est un agent oxydant qui
accepte les électrons d'autres molécules et s'est réduit [59], cela aurait pu conduire a la conversion des

ions argent en AgNPs. Les plantes contiennent un réseau complexe de métabolites antioxydants.

La synthése verte des NP métalliques, les étapes de réduction, de coiffage et de stabilisation se
produisent et les biomolécules telles que les enzymes, les protéines, les sucres, etc. En raison de la pré-
sence dans I'extrait végétal rapporté [60]. Le mécanisme impliqué dans chaque plante peut varier avec
les types de phytoconstituant, cependant, la réduction des ions est le mécanisme majeur qui a lieu. Bien
que le mécanisme exact impliqué dans la production d’AgNPs par les plantes ne soit pas entierement
déchiffré. On pense que les biomolécules sont directement impliquées dans la réduction des ions et la
formation des AgNPs [61]. Les mécanismes biochimiques et moléculaires de la synthése verte des
AgNPs restent & découvrir, par exemple les mécanismes biochimiques ont souligné I'importance des
phytoconstituants qui peuvent médier la synthése verte [62]. Un mécanisme hypothétique de synthese
verte des AgNPs a l'aide d'extraits de plantes, Le mécanisme de base pour la bio réduction des ions
argent a été suppose impliquer d'abord le piégeage des ions argent a la surface des protéines dans I'extrait
au moyen d'interactions électrostatiques, c'est-a-dire, processus de reconnaissance. Les ions argent sont
alors réduits par les protéines, entrainent des changements dans leur structure secondaire et la formation
de noyaux d'argent, par conséquent les noyaux d'argent se développent par la réduction des ions argent
et leur agrégation au niveau des noyaux [63]. Bien que les aspects mécanistes de la formation des NPs
dans les plantes ne soient pas encore pleinement exploreés, ils pourraient étre quelque peu associés aux

concepts de phytoremédiation dans les plantes [64].

15
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Figure 11.9 : un mécanisme hypothétique de synthése verte d AgNPs a 1’aide d’extrait végétal [65]

2Ag" AgP

Figure 11.10 : mécanisme de synthése des AgNPs a partir de sources végétales. [65]

11.6. Les caractérisations des nanoparticules d’argent :

La partie la plus importante de la recherche sur les NPs est la caractérisation qui est généralement basée
sur la taille, la morphologie, la cristallinité, la charge et la composition des NPs. Les techniques les plus
utilisées pour la caractérisation des NPs comprennent généralement la spectroscopie ultraviolette visible
(UV-Vis), Microscopie électronique a balayage (MEB), la Diffraction des rayons X (DRX), la spectrosco-
pie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR).
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DRX

UV-Vis Caractérisation | FTIR

MEB

11.6.1. Spectroscopie UV-Visible : \/

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste & mesurer 1’absor-
bance (ou densité optique) d’une substance chimique en solution limpide, en utilisant une lumiére sen-
siblement monochromatique. On peut ainsi, par exemple, déterminer la concentration d’une substance
en mesurant 1’absorption relative de la lumiére par rapport a celle d’une substance de concentration
connue. Cette méthode d’analyse est intéressante car elle permet de travailler sur de faibles quantités de
substance, de maniere non destructrice vis-a-vis de I’échantillon. Elle s’applique a un trés grand nombre
de dosages. On peut aussi I’utiliser pour déterminer la concentration précise d’un composé absorbant a

partir de son coefficient d’extinction molaire, notamment pour les acides nucléiques et les protéines.

Le principe de la spectrométrie d’absorption dans ’ultraviolet et le visible repose sur I’absorption
du rayonnement par les molécules dans le domaine allant de (190 a 800 nm), ce qui correspond a 1’ul-

traviolet (190-400 nm) et au visible (400-800 nm).

> Appareillage

Le spectrophotométre utilisé dans cette étude est du type Jasco V-670 en mode transmission et absorp-
tion.

11.6.2. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) :

La spectroscopie FTIR est une technique utilisée pour obtenir le spectre d'absorption ou d'émis-
sion infrarouge d'un solide, d'un liquide ou d'un gaz. Et cela dépend de I'analyse des schémas de vibra-
tion des particules : les schémas d'allongement et de déformation Les fréquences de vibration dépen-
dent des atomes impliqués et du type de liaison considéré. Ainsi, les schémas de vibration et la fre-

quence associée permettent de déterminer différentes liaisons chimiques.
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Cette technique éclaire un faisceau contenant plusieurs fréquences de lumiere en méme temps et
mesure la quantité de ce faisceau émis par I'échantillon. Ensuite, le faisceau est modifié pour contenir
un ensemble différent de fréquences, résultant en un deuxiéme point de données. Ce processus est répété
plusieurs fois. Les données sont ensuite traitées a I'aide d'un algorithme commun appelé transformée de
Fourier pour dériver I'absorbance a chaque longueur d'onde. Cette technique permet de découvrir les

groupes fonctionnels associés aux NPs

11.6.3. Microscopie électronique a balayage (MEB) :
La microscopie électronique a balayage (MEB) ou Scanning Electron Microscopie (SEM) en
anglais est une technique de microscopie électronique capable de produire des images en haute résolu-

tion de la surface d’un échantillon en utilisant le principe des interactions électrons-matiére.

C'est I'une des techniques les plus utilisées pour caractériser les nanoparticules. Le SEM a une
résolution de quelques nanometres et les instruments peuvent fonctionner pour I'amplification. Le
SEM produit non seulement des informations topographiques comme les microscopes optiques, mais

nous donne également des informations sur la composition chimique a proximité de la surface. [66]

Dans un microscope a balayage (SEM), la surface de I'échantillon est balayée avec un
faisceau d'électrons finement focalisé pour produire une image de cette surface. Les électrons qui frap-
pent la surface sont réfléchis et détectés par un écran fluorescent ou un écran. Environ quelques centaines

de milliers, ce qui permet théoriqguement la détection d'objets de quelques nanométres de taille.

11.6.4. La diffraction des rayons X (RDX) :

La cristallographie aux rayons X ou diffractométrie de rayons X est une technique d'analyse fon-
dée sur la diffraction des rayons X sur la matiere. La diffractométrie de rayons X est une méthode d'ana-
lyse physico-chimique. Elle ne fonctionne que sur la matiére cristallisée (Minéraux, métaux, céra-
miques). Par contre, elle permet de reconnaitre des produits ayant la méme composition chimique brute,

mais une forme de cristallisation différente.

I1.6. Application des nanoparticules d’argent :

La synthése verte des AgNPs a l'aide de plantes et leur application dans le domaine allié est
devenue la poursuite préférée de tous les scientifiques, y compris les biologistes, les chimistes et les
ingénieurs. Les AgNPs sont utilisés dans le développement de nouvelles technologies dans les domaines
de I'électronique, de la science des matériaux et de la médecine, et en raison de leurs vastes applications

dans divers domaines, de plus en plus de recherches sur les AgNPs sont menées par des scientifiques du
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monde entier [67]. De nos jours, les nanomatériaux, en particulier les nanoparticules d'argent, sont ré-

gulierement utilisés comme agent antimicrobien dans les domaines médical et environnemental.

Les AgNPs ont été largement utilisés comme agents antibactériens dans I'industrie de la santé, le
stockage des aliments, les revétements textiles et en certain nombre d'applications environnementales.
Il est important de noter que malgré des décennies d'utilisation, les preuves de la toxicité de lI'argent ne
sont toujours pas claires. Les produits fabriqués avec des AgNPs ont été approuvés par une variéeté d'or-
ganismes accrédités, y compris la FDA (Food and Drug Administration) américaine, I'EPA (Agence de
protection de 1’environnement) des Etats-Unis et le SIAA (Society of Industrial-Technology for Anti-
microbial Articles) du Japon, et en Corée. [68] De plus, les AgNPs sont incorporés dans des capteurs a
I'échelle nanométrique en raison de leurs propriétés électrochimiques, qui peuvent fournir de temps de
réponse plus rapidement et limites de détection minimales. Les AgNPs sont utilisés comme agents anti-
bactériens, allant de la désinfection des dispositifs médicaux et des appareils ménagers au traitement de
I'eau. L'industrie textile a été encouragée a utiliser des AgNPs dans divers tissus textiles. Des fibres de
nano composite d'argent avec des AgNPs incorporés dans le tissu ont été préparées dans ce sens. [69]

Les fibres de coton avec des AgNPs sont hautement antibactériennes contre Escherichia coli.
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Figure 11.11 : diverses applications des AgNPs. [70]
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Ce chapitre est consacreé a la description des différents matériaux et produits chimiques expérimentales
utilisés, détaillent les méthodes et techniques expérimentales employés tout au long de ce travail.

I11. Introduction :

Notre travail consiste a synthétiser des nanoparticules d’argent (NPsAg) par la méthode de
bioréduction des ions d’argent par les biomolécules de 1’extrait aqueux de la plante Salvia verbinaca.
Ainsi, nous tenterons d’examiner le role des nanoparticules synthétisés dans I’amélioration de I’activité
biologique, notamment 1’activité antibactérienne, vis-a-vis 1’extrait aqueux et methanolique de notre
plante. La synthése des nanoparticules d'argent AgNPs a été étudiée pour démontrer leur effet antibac-
térien a l'aide d'extrait de feuille de Salvia verbinaca, et aprés évaluation qualitative des composants
phytochimiques actifs qui agissent comme des substances bioactives antimicrobiennes et antioxydants.
La recherche a trouvé des resultats, dont le plus important est que les feuilles de Salvia verbinaca sont
une excellente source de production de nanoparticules d'argent, faciles a appliquer et a former, respec-
tueuses de I'environnement et leurs composants sont sans danger pour I'environnement. La formation de
nanoparticules d'argent a été confirmée par le changement la couleur de la solution vers le brun rougeéatre
dans les 30 minutes, et L'aspect morphologique, la disposition des nanoparticules, la taille et la densité
ont été examinés avec les techniques UV-Vis, DRX et FTIR, MEB.
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la plante métallique metaliques
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Figure 111.12 : la méthodologie de I’extraction et la caractérisation de la plante de Salvia verbinaca

I11. Matériels et réactifs

I11.1. Matériel végéta

111.1.1. Récolte et identification du matériel végétal :
Les parties aériennes de Salvia verbinaca illustrées dans les figures ci-dessous (Figure 111.13), ont été ré-
coltées au mois de 12 avril 2021 dans la région de Hawran de la commune Hammam-Dalaa, située a 50

Km de la wilaya de Msila.
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Figure 111.14 : localisation géographique du lieu de récolte de S. Verbinaca.
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111.2. Montage et protocole général de synthése

I11.2.1. Préparation de I’extrait aqueuse des feuilles des Salvia verbinaca
Tout d'abord, les feuilles de la plante sont bien lavées a I'eau du robinet, puis a I'eau distil-

lée, puis laissez-les bien sécher pendant quelques jours a température ambiante.

L'extrait aqueux a éte préparé en chauffant 10 g de biomasse végétale dans 200 ml d'eau
distillée a 60 ° C pendant 15 minutes, et filtré sur papier filtre pour éliminer toutes les particules et
obtenir des solutions claires, qui ont été séchées dans une étuve a 40 ° C. Afin d'obtenir I'extrait sec aprés

évaporation complete de Salvia verbinaca.

111.2.2. Détermination des rendements d’extraction
Le rendement d’extraction dépend du solvant et de la méthode d’extraction, du
temps de maceration et du volume du solvant [71]. Le rendement est le rapport de la quantité de com-

posés phénoliques recueillie apres extraction par les solvants sur la quantité de la biomasse.

Il est déterminé selon Owen et Johns (1999) par la formule suivante : [72]

Rd (%) = [P1- PO/ EI] * 100

Rd : Rendement.
PO : Poids de la fiole vide (g)
P1 : Poids de I’extrait sec avec la fiole apres évaporation du solvant (g)

El : Poids de I’échantillon (poudre) en gramme (g)
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111.2.3. Biosynthese des nanoparticules d'argent :

Un extrait aqueux de plant Salvia verbinaca a été utilisé pour la synthése des AgNPs, et d’un
autre coté, Une solution aqueuse d’une couleur transparente a été préparée avec d’AgNO3 agitée avec

I’eau distillé a I'aide d'un mélangeur magnétique jusqu'a ce que la totalité du nitrate soit dissoute.

Briévement, I’extrait aqueux 20 ml a été ajouté goutte a goutte & 90 ml de solution de nitrate
d'argent 2 mM. Le mélange réactionnel a été maintenu a 60 °C pendant 15 minutes sous agitation méca-
nique constante. La solution incolore de nitrate d'argent est passée au brun foncé, indiquant la formation
d'AgNPs. Apres la synthése des AgNPs, la solution contenant des nanoparticules a été centrifugée a 4
500 tr / min pendant 30 min pour séparer les AgNPs, Le culot a été lavé par de I'eau distillée plusieurs

fois pour éliminer les impuretés et de I'éthanol a 90% pour obtenir une poudre d'Ag NPs pure.
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Dissoute dans
’eau distillée
2Mm AgNO3

Chauffage a re-
flux a une tempé-
rature entre 60 et
70 °C pendant 15
mn. Et filtre

90ml de solution
AgNO3

20 ml d’extrait

Changement de couleur apres 1’addition de l'extrait des feuilles du Sal-
via verbinaca avec la solution d’AgNO3 de 2 mM indique la formation
des nanoparticules d’argent

Centrifugation et lavage L AgNPs
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Figure 111.15 : Schéma illustrant le protocole de préparation de nanoparticules d’argent par extrait de
feuilles du Salvia verbinaca

111.3. Extraction des composés phéenoliques

a) Principe d’extraction
La rupture des tissus végétaux et la diffusion a pour but de libérer les polyphénols de la matrice

veégétale.

b) Préparation des extraits
3g de la poudre des feuilles de Salvia verbinaca sont extraits au moyen de 150 ml de méthanol
dans trois jour (macération) a température ambiante (25 °C) et a I’abri de la lumiére puis filtrés avec du

papier filtre, et ajout dans évaporateur rotatif pour récupére le méthanol.

Les filtrats sont mis dans des béchers, ensuite, séchés a I’aide d’une étuve a 40 °C jusqu’a 1’ob-

tention d’un poids stable.

111.3.1. Dosage des composés phénoliques

111.3.1.1. Dosage des poly phénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux est effectué par le test de Folin-Ciocalteu [73]. Le réactif Folin-
Ciocalteu est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phospho-
molybdique (H3PMO12040). Il est réduit, lors de I'oxydation des phénols en un mélange d'oxydes bleus
de tungstene et de molybdéne. La coloration produite dont I'absorption est maximale a environ 760-765

nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.

Brievement,1 ml de Folin-Ciocalteu (10 %) est ajouté a 200 ul de chaque extrait a une concen-
tration de 2 mg/ml ou a 200 pul de DMSO utilisé pour dissoudre les extraits (blanc). Apres avoir agité et
incubé durant 4 min, on ajoute 800 pul de carbonate de Sodium (Na,co;) a une concentration de 75 g/l,
puis on incube durant 2h & température ambiante et & I'abri de la lumiére. L'absorbance est ensuite me-
surée 1 = 765nm par un spectrophotometre (Shimadzu UVmini-1240). La courbe d'étalonnage de I'acide
gallique (dissout dans le méthanol) est préparée par 5 concentrations défirent (10, 20, 40, 80 et 100
pg/ml). Les concentrations des polyphénols dans les extraits sont calculées et exprimées en pg d’équi-

valent d’acide gallique par mg d’extraction sec (ng/mg E).
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111.3.1.2. Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides est effectué par la méthode de trichlorure d’Aluminium (AICL;) [74].
En effet, les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, qui est susceptible
de donner avec le groupement CO un complexe coloré avec le chlorure d'aluminium. Les flavonoides
forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium), ceci traduit le fait que le
métal (Al) perd deux électrons pour s'unir a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant

comme donneur d'électrons.

e Al3+

O+ O

Figure 111.16 : Mécanisme de réaction de chlorure d’aluminium avec les flavonoides.
On ajoute Iml d’ALCl; ; (2%) a1l ml de chaque solution des extraits préparés a des concen-
trations différentes (2 et 4 mg/ml) et dissouts dans le DMSO. Aprés incubation & I'obscurité durant 10
min. I'absorbance est mesurée a 2 = 430 nm. Le calcul de la concentration des flavonoides dans les
extraits se fait a I’aide d’une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (dissoute dans méthanol) a
déférents concentration (5, 10, 20, 40 et 80 pg/ml), elle est exprimée en pg d’équivalent de la quercétine

par mg d’extrait sec (Ug EQ/mg E)

II1.4. Caractérisation des nanoparticules d’argent
Il existe plusieurs maniéres de caractériser les nanoparticules, Le premier et le plus pratique

est le changement de couleur de la solution.

+ Les Ag NPs biosynthétisés ont été caractérises par spectroscopie par la bande de résonance plas-
monique de surface en utilisant une spectroscopie UV-Visible :

Les mesures spectrophotométriques ont été effectuées a I’aide d’un spectrophoto-
meétre a double faisceau UV-visible (Thermo) pour les deux extraits préparés (AgNPs et extrait)

en utilisant une cuve en quartz de 10 mm de trajet optique. L’enceinte du spectrophotometre est
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Thermostatée a 25°C. L’analyse est effectuée entre 200 et 800 nm. L’appareil est reli¢ a un mi-
croordinateur. Le logiciel UV-Probe, permet I’enregistrement et la visualisation des spectres des

échantillons analysés.
Spectroscopie Infrarouge (FTIR) :

+ L’infrarouge est une méthode trés utilisée pour la caractérisation et 1’identification des composés
ou de leurs groupements fonctionnels (liaisons chimiques) dans un mélange d’extraits. L’identi-
fication des liaisons se fait a 1’aide du nombre d’onde correspondant et la détermination de
groupe caractéristique par un spectre d’un composé inconnu qui sera identifié par comparaison
a la bibliothéque des composés connus. Et Cette technique a été utilisée afin d’identifier les grou-
pements fonctionnels présentes dans un échantillon ainsi que les liaisons développées aprés la

formation des nanoparticules d’argent.
Diffraction rayons X (DRX) :

+ La DRX est une méthode d’analyse physicochimique qualitative et quantitative permet la déter-
mination des structures et des phases cristallines d’un solide, les orientations privilégiées d’un

cristal et d’autres paramétres structuraux tels que la taille moyenne de cristallites.
Microscopie électronique a balayage (MEB) :

+ La microscopie électronique a balayage (MEB) est actuellement la méthode la plus utilisée pour
observer la topographie ou la morphologie d’une surface avec une profondeur de champ beau-

coup plus importante.

Son principe consiste a balayer la surface d’un échantillon par un faisceau d’électrons finement
localisé pour en collecter, par détecteurs respectifs, les électrons secondaires et les électrons ré-

trodiffusés.

I11.5. Activité biologique
L’objectif de notre travail est d’optimiser les propriétés antibactériennes de nos

catalyseurs nanostructures par I’argent. Pour cela plusieurs tests ont été effectués.

11.5.1. Activité antibactérienne

L’¢évaluation ’activité antimicrobienne de AgNPs et de 1’extrait aqueuse a été effectué par
la méthode de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme) [75]. Cette technique repose sur l'apparition
d’une zone d'inhibition autour du disque contenant I'extrait de la plante et AgNPs et AgNO3 [76], dans

le milieu de culture contre trois souches bactériennes :

> Escherichia coli.
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» Staphylococcus aureus.
> Bacillus subtilis

Les souches microbiennes identifiées précédemment sont conservées dans des boites conte-

nant de la gélose nutritive a 4°C.

Les germes qui ont été choisies sont les suivants :

» Des Bactéries a gram positif :
= Staphylococcus aureus ATCC 25923.
= Bacillus subtilis ATCC9372
» Des Bactéries a gram négatif :
= Escherichia coli ATCC 25922.
v Le repiquage

Le repiquage des souches microbiennes a pour objectif I’obtention d’une culture pure et
jeune. Elle est réalisée par la méthode des stries. Les souches sont alors repiquées a partir des boites de
conservation sur un nouveau milieu gélose nutritive. Les cultures son incubées a 1’étuve a 37°C pendant
18a24h.

v' Préparation des dilutions des extraits

D’extrait aqueux de Salvia verbinaca ont été préparé par DMSO [77]. Et en ajoute dans le

disque le poudre de AgNPs et le Agno3 (20 mg)

v Préparation des disques

Le principe de cette méthode est d’utiliser des disques de papier Whitman n°3 de 9 mm de
diamétre. Ensuite ils sont mis dans un tube a essai, et stérilisés a 1’autoclave (120 C° pendant 15 min) et

conserver jusqu'a l'utilisation.
v' Préparation le milieu de la culture

On met la stérilisation et la surfusion de milieu de culture (Muller Hinton et milieu Sabord pour la levure)
a l'aide d'autoclave pendant 15 min a 121°C, puis on le verser dans les boites de Pétri a 4 mm de hauteur
et on laisse quelques minutes jusqu'a la solidification [78].
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v Préparation de I'inoculum

o A partir d'une culture pure de 18 h des souches microbienne a tester sur milieu d'isolement,

racler par une pipette Pasteur, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques ;

Décharger I'anse dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9 %, bien homogeénéiser la suspension

bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Macfarlane (D.O de 0.15 lue a 625 nm) [79].
e L'ensemencement doit se faire en moins en quelques min aprés la préparation de I'inoculum [80].
» Ensemencement
e La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzéne ;

e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension microbienne (il évite la contamination du manipu-

lateur et de la paillasse) ;

e L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au

maximum ;
e Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas

e Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de

la gélose [81].
> Application des disques d’antibiogramme

En effet de chaque dilution on préléve 10 ul et on la mit dans les disques. (Dans chaque boite
quatre 4 disques ont été réalisée a différentes concentrations des extraits, les disques doivent étre espacés
de 24 mm, centre a centre). La boite de controle, réalisée pour I’expérience, est une boite ensemencée

contenu 3 disques, deux contrdle positif IPM10/CIP5 et I'autre de contrble négatif par DMSO [82].

I1 faut Presser chaque disque a ’aide d’une pince bactériologique stérile pour s’assurer de son applica-

tion. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplacé [83].
> Incubation et Lecture

Aprés incubation 18-24 heures a 37°C pour les souches bactériennes et 48 h pour le champ

gnon dans I'étuve, Les résultats sont observés, en mesurant les diameétres d’inhibition [84].
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Tableau 111.3 : Généralités sur les souches bactériennes utilisées.

Les Souches Tes-
tées

Escherichia coli
ATCC 25922.

Bacillus subtilis
ATCC9372

Staphylococcus au-
reus ATCC 25923.

Caractéres Bac-
tériologiques

Bactérie Gram —

Bactérie Gram +

Bactérie Gram +

Habitats

-Le tube digestif

-Le sol

- Les fosses na-
sales

- La gorge

- Le tube diges-
tif

31

Pouvoir Pathogene

-Septicémie méningite du nourrisson,
de plaies opératoires et gastro-entérites
-Douleurs abdominales et des diarrhées

sanglantes.

-Infection hospitaliére.

-Responsable des abces, des plaies, des
septicémies, de pneumonie et de I’in-
toxication alimentaire.

-Infections mortelles chez ’homme.
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IV.1. L’extraction :

L'extraction par décoction est une méthode d'extraction des principes actifs et/ou des ardbmes
d'une préparation généralement végétale par dissolution dans I'eau en ébullition, et procédure importante
qui preserve les structures des métabolites d’origine végétale. Par conséquent, elle est largement em-
ployée pour I’évaluation de la composition chimique des extraits bruts de plante, mais aussi pour estimer

les teneurs des certains constituants spécifiques solubles dans un solvant particulier. [85]

Les rendements d’extraits sont définis comme étant les rapports de la quantité des substances végétales
extraites sur la quantité de matiére végeétale utilisée, ils sont exprimeés en pourcentage (%). S. Verbinaca
10.94%, et le rendement.

v" Le rendement d’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 S. Verbinaca a per-

mis d’obtenir des extraits riches aux différents composants Biochimiques.

Le taux d’extraction méthanoique est noté pour les feuilles (7.43%). L'extraction des
composés phénoliques a partir de la matiere végétale est influencée par leur nature chimique, la variété,

la méthode d'extraction et les dimensions des particules de I'échantillon.

Tableau 1V.4 : le rendement d’extrait de Salvia verbinaca

Rendement de ’extraction (en %)

EA EM
10.94 7.43

IV.2. Les dosages des composes phénolique :

Les composés phénoliques jouent un réle tres important dans la stabilité oxydative et I'acti-
vité antioxydante. 1l fait actuellement I'objet de plusieurs études en raison de son effet bénéfique sur la

santé.
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Tableau IV.5 : Les composés phénoliques d’extrait de Salvia verbinaca.

Les composes phénoliques

Polyphénol totaux Flavonoide

EM 25.32 pg EAG/mg Esv 51.42 ug EAQ/mg Esv
Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne des
trois essais (n=3)

IV.2.1. La teneur des polyphénols :

Les quantités correspondantes des polyphénols totaux (PPT) ont été rapportées en micro-
grammes équivalents a lI'acide gallique par milligramme d'extrait (ug EAG / mg d'extrait). La méthode
est basée sur I'équation de régression linéaire de la courbe de titrage a I'aide d'acide gallique, basée sur
les valeurs d'absorption de la solution d'Esv réalisées par la méthode spectrophotométrique Folin-Cio-
calteu, et sur une comparaison avec des étalons équivalents pour I'acide gallique (Annexe I).

Nous avons évalué les polyphénols végétaux a 25,32 ug EAG/mg Esv, ce qui est une bonne
quantité pour la région et le climat. D'autres dans la méme plante ont enregistré des teneurs comprises
entre 55,49 mg et 136,33 mg EAG/g EAG [86] dans les extraits méthanoliques de la partie aérienne de
S. verbinaca collectés dans différentes régions. Ils ont attribué cette différence de teneur totale en phénol
aux différences des conditions de croissance et des génotypes, qui influencent I'accumulation de ces
composés en synthétisant différentes quantités et/ou différents types des phénols. Aussi, ont attribué les
différences de contenu a la méthode d'extraction et aux solvants utilisés. [87]

1VV.2.1. La teneur des flavonoides :

Les quantités correspondantes de flavonoide ont été rapportées en microgrammes équivalents
a quercétine par milligramme d'extrait (ug EQ / mg d'extrait). La méthode est basée sur I'équation de
régression linéaire de la courbe de titrage a lI'aide quercétine, basée sur les valeurs d'absorption de la
solution d'EM réalisées par la méthode spectrophotométrique de trichlorure d’aluminium, et sur une

comparaison avec des étalons équivalents pour quercétine (Annexe 1).

Concernant la teneur en flavonoides, les résultats obtenus ont montré que Salvia verbinaca L, avait éga-
lement la teneur la plus faible (51.42 mg EQ/g Esv) par rapport a d'autres recherches (162,47 mg EQ/g
Esv), ceci est di au climat et I'emplacement de plante.
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IV.3. La biosynthése des nanoparticules d’argent :

Les nanoparticules d'argent sont synthétisées a l'aide d'extrait de S. Verbinaca qui ont montré une
couleur brune tres foncé en solution aqueuse en raison de I'excitation des vibrations de Plasmon de sur-
face dans les nanoparticules d'argent [88]. En raison de I'abondance des groupements carboxyles, carbo-
nyles, hydroxyles et phénols dans d’extraits aqueux des feuilles de S. Verbinaca, 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 S. verbinaca tant que bio réducteur.
Les NPs d’argent préparés sont caractérisés en utilisant :

IVV.3.1. Spectroscopie d’absorption UV -Vis

Des nanoparticules d'argent ont été synthétisées avec I'extrait botanique de S. verbinaca. Une
réaction se produit entre les biomolécules et le nitrate d'argent est réduit pour former des nanoparticules
d'argent. Les nanoparticules d'argent composites ont été marquées par spectrophotométre UV dans la
plage de 300 a 700 nm. (Figure 1V 15) Un pic caractéristique observé a 435 nm, c'est-a-dire la résonance
plasmonique de surface des nanoparticules d'argent. Les formations de pics dans les échantillons sont
principalement dues a la réduction du nitrate d'argent et a la réduction biologique des particules végétales
en solution. Ces observations indiquent clairement que les particules végétales jouent un réle important
dans la réduction du nitrate d'argent en nanoparticules d'argent [89]. Le méme phénomeéne a été signalé
par d’autre chercheur.
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Figure V.17 : Spectre UV-Vis des Ag NPs synthétisées par les extraits aqueux de S. verbinaca
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IVV.3.2. Caractérisation par spectroscopique infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) :

Une analyse FTIR a été réalisée pour identifier la biomolécule potentielle responsable de la ré-
duction des ions argent et du facteur de blocage de la biomolécule d'argent synthétisée par S. verbinaca.
Les bandes spectrales ont été interprétées pour déterminer les groupes fonctionnels des composés orga-

niques attachés aux nanoparticules d’argent [90].

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 I'intensité des bandes de transmission et la dispa-

rition ou I’apparition de quelques autres.

L'analyse FTIR est utilisable pour caractériser la chimie de surface des nanoparticules. Des
groupes fonctionnels organiques comme OH, C=0 liés & la surface des nanoparticules sont trouvés par
FTIR. [91] Les spectres FTIR de I'extrait de Salvia verbinaca sont présentés a la (figure 1V.17). Apres
la synthése des AgNPs, la solution contenant des nanoparticules a été centrifugée a 4 500 tr / min pendant
30 min pour séparer les AgNPs des autres compositions de solution et le dép6t a été préparé pour I'ana-
lyse FTIR. (Figure 17)
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Figure 1V.18 : Spectres FTIR d'extrait aqueux de Salvia verbinaca.

Les spectres FTIR de I'extrait de feuilles Salvia verbinaca. Les spectres FTIR d'extrait de feuille
montrent plusieurs pics majeurs a 3408 cm-1, 2923 cm-1, 2854 cm-1, 1610 cm-1, 1560 cm-1, 1384 cm-
1, 1265 cm-1, 1037 cm-1 et quelques autres pics a environ 1000 cm-1. Le pic a 3408 cm-1 représente la
vibration d'¢longation O — H dans les alcools, les flavonoides et les composés phénoliques. Les pics
d'absorption situés a 1610 cm-1, 1560 cm-1, correspondent aux vibrations de liaison amide primaire,

tandis que les pics a 2923cm-1 et 2854 cm-1 sont probablement attribuables a la vibration d'élongation
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N — H de I'amide secondaire des protéines et la bande a 1384cm-1 et 1037cm-1 affectés a de
fortes vibrations d'élongation des amines aromatiques et aliphatiques C — N. Les petits pics situes autour

de 1000 cm-1 représentent la présentation d’ester.

00 —j

=T

u
u
=

-
[u]
e

40000 200000 0 2000 15000 plesals S00 0
Tesmran Shifmaing FTIR 2000 sarfkes 1hom

Figure 1V.19 : Spectres FTIR de NPs d’Ag.

Apres la formation des AgNPs, il y a quelques déplacements des photos précieux tels que la
vibration O - H de 3408 cm-1 a 3435 cm-1, la vibration amide primaire de 1610 cm-1 a 1631 cm-1, la
vibration N - H de 2923 cm-1 & 2923 cm-1, 2854 cm-1 a 2856 cm-1, vibration C - N de 1560 cm-1 a
1448 cm-1 et 1384cm-1 a 1384 cm-1, 1037 cm- 1 a 1014 cm-1 que la réduction produite s'est produite.
Non seulement le déplacement du pic, mais également le raccourcissement des photos se produisent aux

pics 2856 cm-1, soulignons la réduction de la protéine amide secondaire.

e Une diminution de I’intensité de la bande large située & 3369 cm-1 caractéristique OH qui représentent

les groupements OH libre dans la molécule et formant un groupe OH liaisons hydrogene

e Un apparition un pic est observé a 468 cm-1 attribué a la liaison Ag-O de I’oxyde d’argent.
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1V.4. Evaluation de I’activité antibactérienne des nanoparticules synthétisées :

Pour I'étude antibactérienne, nous avons teste l'efficacité antibactérienne de la solution de
AgNPs, de la solution de nitrate d'argent, ainsi que de I'extrait aqueux de plante étudié (S. Verbinaca)
sur trois souches bactériennes, puis les micro-organismes ont été cultivés et inoculés, qui sont les bacté-
ries positives (Staphylococcus aureus ATCC 25923) (Bacillus subtilis ATCC9372) et bactéries négatives
(Escherichia coli ATCC 25922).

Ensuite (20 mg / ml) d'’AgNPs et d’AgNO3 ont été introduits et un extrait aqueux (100 mg / ml)
a été ajouté a chaque disque (9 mm de diameétre). Les boites de Pétri inoculées ont été inversées et
incubées a 37 ° C pendant 24 h. L'efficacité des AgNPs et d'AgNO3 et I’extrait a été testée contre les
bactéries, Elle permet de voir directement 1’effet antibactérien du matériau soit par I’apparition d’un halo
d’inhibition autour des puits de 1’échantillon si celui-ci diffuse, soit par I’absence de la croissance bac-

térienne dans la zone ayant été en contact avec le matériau si celui-ci est inhibiteur mais ne diffuse pas.

Zone d'inhibition (mm)

E. coli S. aureus Bacillus E. coli Bacillus

© AgNO3

— AgNPs

Figure V.20 : Histogramme des zones d’inhibitions des nanoparticules d’argent de S. verbinaca et de
la solution AgNOs.
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Zone d'inhibition a été utilisé comme critére pour déterminer les effets antibactériens de I'extrait
de S. Verbinaca et des AgNPs et AgNOs contre Bacillus subtilis et E. coli et Staphylococcus aureus. Les
plaques ont été surveillées pour la croissance bactérienne a des intervalles de 12 h, on observe que les
differentes souches de bactéries étudiées réagissent différemment aux antibiotiques testés, méme s'il

s'agit de deux souches du méme gramme bacteérien.

L'activité antibactérienne des Ag NPs biosynthétisees est montrée sur la Figure 1V.19. Le dia-
meétre mesuré pour la zone de restriction pour la croissance des bactéries dans B. subtilis, Staphylococcus
aureus et E. coli était de 14, 0 et 21, respectivement. Ce résultat indique que les bactéries Gram-négatives
sont plus sensibles que les bactéries Gram-positives. L'activité bactéricide des Ag NPs contre un large
éventail de bactéries a été prouvée dans plusieurs études. Ce potentiel des Ag NPs confirme la stratégie
multiforme des Ag NPs dans I'exposition des bactéries [91]. Le mécanisme de l'activité bactéricide des
Ag NPs est trés probablement di a la fixation des Ag NPs a la paroi cellulaire et a la génération de
radicaux libres. De plus, la présence d'Ag NPs dans la membrane cellulaire des bactéries a été prouvée
dans des études antérieures [92]. Les Ag NP perturbent la perméabilité de la membrane en pénétrant
dans la membrane cellulaire et en provoquant une fuite d'ATP intracellulaire et la mort cellulaire [93,
94]. La libération d'ions argent a partir des Ag NPs agissant comme réservoir provoque une activité
antibactérienne des Ag NPs [95].

AgNO3 testée manifestent des zones d’inhibition dont le diametre varie de 19.5, 14 et 14.5 mm

contre S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli.

L'extrait aqueux de feuilles de Salvia verbinaca de sa résistance aux bactéries E. coli et Bacillus
subtilis et Staphylococcus aureus. La capacité antibactérienne de I'extrait étudié dépend de sa teneur en
polyphénols, plus précisément en flavonoides.
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IVV.5. Caractérisation par spectroscopie électronique a balayage MEB et EDX :

Dans le cadre de notre étude, I’analyse par spectroscopie ¢électronique a balayage MEB a prin-
cipalement été réalisée pour connaitre deux types d’informations : la taille et la morphologie des parti-
cules synthétisées.

L’image MEB des Ag NPs synthétisées par extrait aqueux des feuilles de citron limon est re-
présentée dans la figure 21 On observe d’assemblage des petites nanoparticules sphériques de taille
inférieure @ 100 nm. Le méme comportement a été signalé par d’autres chercheurs.

§
. 1 prm EHT=12.00 kv Time: 14:23:46 Date: 17 Jun 2021
2pm EHT = 1200 kV Time: 14:03:50 Date: 17 Jun 2021 .
i RAP = WD = 7.20 mm Signal A= SE1 Mag= 1564 KX
WD = 7.28 mm Signal A = SE1 Mag= 10.00 KX

Figure 1V.21: image MEB des nanoparticules synthétisées.

Pour connaitre la composition atomique des nanoparticules, une analyse par MEB-EDX a été ré-
alisée, la figure 22 représente les résultats d’analyse EDX des Ag NPs synthétisée montre un pourcen-
tage trés important de I’argent qui confere la formation des NPs d’Ag.

2,07k
1,84k|
1,61k|
1.38k|
1,15k|
0,92k
0,69k|
0,46k|

0,23k|

0,00k!
0,00 0,80 1,60 2,40 3,20 4,00 4,80 5,60 6,40 7,20 8(

Figure 1V.22 : Spectre EDX des Ag NPs synthétisées.
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Conclusion générale :

La biosynthése des nanoparticules d'argent a recu une attention croissante dans le domaine de la
nanotechnologie en raison de leurs applications antimicrobiennes et biomédicales. La synthése verte de
nanoparticules métalliques est envisagée comme une alternative rentable et écologique dans le scénario

de recherche actuel.

Les travaux présentes dans cette mémoire portent sur le développement de nanoparticules d'ar-
gent en solution de nitrate d'argent. Cette étude a permis de faire une corrélation entre I'effet de I'extrait

et de la solution nitrate d'argent.

Des nanoparticules d'argent ont été synthétisées a partir de la méthode de synthese verte en uti-
lisant I'extrait de feuille de Salvia verbinaca. Les Ag NPs synthétisées ont été étudiées pour leurs pro-

priétés optiques, structurales, morphologiques de surface et antibactériennes.
Les conclusions suivantes ont été tirées des résultats obtenus dans la présente étude :

. L'étude optique montre que l'apparition du pic UV-vis a 435 nm dans le spectre d'absorption
confirme la formation des Ag NPs et sa forte intensité avec une largeur rétrécie indiquant la taille et la

forme homogeénes des Ag NPs.

. Différents composés chimiques présents dans les extraits de plantes ont agi comme agents réduc-

teurs et coiffants lors de la synthése des NP comme en témoignent les spectres FTIR.

. Les Ag NPs synthétisées ont montré une activité antibactérienne contre les bactéries E. coli et

Bacillus subtilis. Cependant, une activité bien prononcée a été observée contre E. coli.

La présente enquéte a conclu que la synthese verte d'AgNPs, utilisant du matériel végétal comme
agent réducteur et coiffant, présente des avantages tels que la facilité de disponibilité, le respect de I'en-
vironnement avec lequel le processus peut augmenter la viabilité économique. Le protocole a été opti-
misé, permet une production rapide et a grande échelle d'AgNPs. Des protéines, des flavonoides et des
phénols ont été trouvés peuvent étre responsables de la synthése verte des AgNPs. Pour élucider le mé-
canisme précis et comprendre I'ensemble de la procédure derriére la synthése verte des nanoparticules
d'argent, une étude plus approfondie est nécessaire. La biotine est une vitamine importante trouvée
comme précurseur pour la synthése des AgNPs. En raison de la riche biodiversité des plantes, leur po-
tentiel pour la synthése de NP métalliques n'est pas encore pleinement exploré. L'utilisation d'entités

Biologiques telles que les plantes pour la production de NP donnent de nombreuses applications respec-
tueuses de I'environnement et compatibles pour les industries pharmaceutiques et biomédicales telles
40



Conclusion générale

que la médecine, Les industries alimentaires, I'agriculture. Une compréhension approfondie des méca-
nismes biochimiques impliqués dans la synthese des NP a médiation végétale est une condition préalable
afin de rendre I'approche économiquement plus compétitive et durable. De nouvelles améliorations des
méthodes vertes de synthése, de purification et de stérilisation améneront la nanotechnologie vers une

nouvelle approche respectueuse de I'environnement dans un avenir proche.
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Annexe N°I : Résultats des courbes d’étalonnage
1. Courbe d’étalonnage des polyphénols.

-Courbe d'é¢talonnage de l'acide gallique, dans une gamme de concentrations allant de 0 a 100 pg/ml.

Acide gallique

y=0,0141x+ 0,0271
R?=0,9981

—p—Sériel

Titre de I'axe

Linéaire (Sériel)

0 50 100 150
Titre de I'axe

Figure n°1 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux

2. Courbe d’étalonnage des flavonoides :

-Courbe d'étalonnage de quercétine, dans une gamme de concentrations allant de 0 a 100 pg/ml.

Quercétine
y = 0,0269x- 0,0187
R?=0,998
€ Sériel

Linéaire (Sériel)

Titre de I'axe

0,2 10 20 30 40 50
Titre de l'axe

Figure n° 2 : courbe d’étalonnages pour le dosage des flavonoides.



Annexes N°lI : Préparation des boites de Pétri
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Résumé :

Le processus de biosynthése pour la production des nanoparticules est considéré comme un processus du-
rable, respectueux de I'environnement, sans toxines et biocompatible. Ceci peut étre synthétisé en utilisant des
extraits de plantes comme agents réducteurs et stabilisants et ceci est acceptable sur le terrain.

L'extrait aqueux de Salvia Verbinaca a été utilisé pour former des nanoparticules d'argent. Ces particules
sont consacrées a diverses études spectroscopiques telles que FTIR, UV-vis, SEM et DRX, et évalué in vitro
leur effet antimicrobien par la méthode de diffusion de puits en milieu solide.

Les nanoparticules d’argent synthétisées ont été montrés un effet bactéricide tres efficace contre les trois
types des bactéries (Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus).

La somme des résultats obtenus au cours de cette étude montre clairement que Les nanoparticules d’argent
possédent un potentiel important pour les activités biologiques investiguées. De ce fait, les bio-ingrédients pré-
sents dans l'extrait de plante étaient efficaces pour la synthése des nanoparticules d'Ag avec une efficacité biolo-
gique qui offre la possibilité de I’incorporer dans la composition des produits alimentaires et pharmaceutiques.

Mot clés : Argent, Salvia verbinaca, nanoparticule, biosynthése, activité antibactérienne.
Abstract :

The biosynthesis process for the production of nanoparticles is considered to be a sustainable, environ-
mentally friendly, toxin-free and biocompatible process. This can be synthesized using plant extracts as reducing
and stabilizing agents and this is acceptable in the field.

The aqueous extract of Salvia Verbinaca was used to form silver nanoparticles. These particles are devoted
to various spectroscopic studies such as FTIR, UV-vis, SEM and DRX, and evaluated in vitro their antimicrobial
effect by the solid medium well diffusion method.

The synthesized silver nanoparticles have been shown to have a very effective bactericidal effect against
all three types of bacteria (Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus).The sum of the results ob-
tained during this study clearly shows that silver nanoparticles have significant potential for the biological activi-
ties investigated. As a result, the bio-ingredients present in the plantextract were effective for the synthesis of Ag
nanoparticles with a biological efficiency which offers the possibility of incorporating it into the composition of
food and pharmaceutical products.

Keywords : Silver, Salvia verbinaca, nanoparticle, biosynthesis, antibacterial activity



