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Introduction générale

De nos jours, I’apparition de la nanoscience et la nanotechnologie représente 1'un des
développements les plus prometteurs des sciences de la matiére, elles s’intéressent a la
conception, le développement, la caractérisation et 1’application de matériaux de la taille a
I’échelle nanométrique. Ces métaux présentent des nouvelles propriétés physico-chimique
plus avantageuses et uniques qui trés différentes de celles du méme matériau a I’état massif

ou a I’état atomique [1].

Les chercheurs scientifiques s’intéressent plus en plus au développement des
différents nanomatériaux (nanoparticules, nanotubes, nanofibres,...) en utilisant des

différentes méthodes d’¢laboration : physique, chimique ou biologique [2].

A T’échelle nanométrique, les métaux présentent des propriétés physicochimiques
spectaculaires liées au phénomene de résonance de plasmon, dont decoulent de nombreuses
applications. Donc, les nanoparticules métalliques sont connues une large considération en
raison de leurs demandes dans plusieurs domaines, y compris les sciences biomédicales,
I'industrie chimique, I’électronique, biocapteur,... [3]. Les propriétés des nanoparticules
dépendent fortement de la taille et la forme des nanoparticules préparées. Donc, il serait trés
utile de controler ces deux parameétres dans le procédé de synthése selon les applications

envisagées [4].

Parmi les nanoparticules (NPs) on trouve I’argent (Ag) qu’est un métal de choix parmi
les métaux nobles pour des applications potentielles. Les méthodes biosynthétiques est une
approche propre, simple, peu couteuse, respectucuse de I’environnement et rentables pour la
production des NPs d’Ag [5].La méthode biologique est basée principalement sur I’utilisation
des extraits de plantes [6] et des bioorganismes [7] sans I’utilisation de produits chimiques
souvent toxiques et dangereux. 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 [8].

Tenant compte de ces considérations, nous nous sommes intéresseés a la synthése
extracellulaire de nanoparticules d'argent (AgNPs) par une bactérie lactique (Leuconostoc
mesenteroides subsp mesenteroides) et leurs applications antimicrobiennes et

photocatalytiques. D’une part, la concentration du sel metallique, le pH, I’agitation, la
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température et le temps de réaction, ainsi que le taux de mélange du surnageant
extracellulaire et sel métallique ont été optimisés dans ce travail de mémoire. D’autre part, les

activités photocatalytiques et antibactériennes des AgNPs ont été également étudiées.

Le mémoire décrivant ce travail est entamé par cette introduction générale qui pose 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 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 particulierement la biosynthése de nanoparticules d’argent.

Le deuxiéme chapitre est dédié entierement a la description des protocoles
expérimentaux utilisés dans 1’¢laboration des nanoparticules dargent. Les différentes

techniques de caractérisations physicochimiques sont également décrites.

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

et les conclusions marquants.

Enfin, nous concluons par une conclusion généerale qui récapitule I’essentiel des

résultats obtenus au cours de cette étude.
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1.1 Généralités sur les nanoparticules
1.1.1 Définition des nanoparticules

Les nanoparticules (NPs) sont des particules de matiere mesurant entre 1 et100 nm.
Ces nanoparticules se présentent souvent sous la forme de poudres ultra fines auxquelles
I’lhumain et I’environnement peuvent étre directement exposés [9]. La plupart des matériaux a
I’échelle du micrometre présentent les mémes propriétés physicochimiques du matériau
massif ; par contre a I’échelle du nanomeétre ils peuvent posséder des propriétés
physicochimiques distinctement différentes du matériau massif. A titre de comparaison avec
les structures organiques naturelles, les nanoparticules se situent principalement dans la

gamme de taille correspondant aux protéines [10] (Figure 1.1).

Leurs usages peuvent étre différents en fonction de la nature de la nanoparticule et
concernent de nombreux domaines d’application : dispositifs médicaux, cosmétiques, textiles,

revétements et matériaux de construction, etc..[9].

Atomes Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules
3\.2‘,
‘T’/Z* - v ’&aa @ - ,‘-?w -
’,.\L\ < % o . = ==
o/ Vg x

Lol ol o v s crd e e
1A 1 nm 10 nm 100 nm 1 um 10 um 100 pm

Figure 1.1: Gamme de tailles des nanoparticules comparée a celles des principales structures

chimiques et biologiques [11].
1.1.2 Classification des nanoparticules

Les nanomatériaux peuvent étre a I’échelle nanométrique dans une dimension (films
de surface), deux dimensions (fils) ou trois dimensions (particules) (Figure 1.2). lls peuvent
exister sous des formes simples, fondues, agrégées ou agglomérées de formes sphériques,

tubulaires et irrégulieres. Selon R. Singh [12]et al., les matériaux de nanostructures sont
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classés zéro dimension (grappes atomiques, filaments et assemblages de grappes), & une
dimension (multicouches), deux dimensions (couches superposées a grain ultrafin ou couches

enterrées)et a trois dimensions(nanomatériaux).

@ & g (b)

Figure 1.2: Classifications des nanomatériaux (a) 0D sphéres et clusters, (b) 1D nanofibres, fils

et tiges, (c) 2D filmes, plates, et réseaux, (d) 3D nanomatériaux [13].
1.2 Propriétés des nanoparticules
1.2.1 Propriétés optiques

Comme la taille des particules est réduite au nanometre, selon le type de
nanoparticules metalliques et la taille des particules, elles absorbent la lumiere avec une
longueur d’onde spécifique et grace a la résonance Plasmonique de surface elles transmettent
des couleurs différentes. Ceci est expliquer par [Pinteraction du rayonnement
électromagnetique et des électrons dans la bande de conduction autour des
nanoparticules[14]. Il est possible d’effectuer des analyses quantitatives et qualitatives de la
taille des particules et des distributions et de la concentration des particules ainsi que de
I’effet de la forme des particules comme conséquence des changements de spectre optique.
Les nanoparticules d’or et d’argent montrent les phénoménes de couleur avec une force de

teinte, une saturation des couleurs et une transparence splendide [15].
1.2.2 Propriétés structurelles

La grande surface spécifique des nanoparticules est une propriété importante liée a la
réactivité, la solubilité, etc. et est également liée au transfert de masse et de chaleur entre les
particules et leur environnement. En outre, la structure cristalline des particules peut changer
avec la taille des particules dans la gamme nanométrique dans de nombreux cas. Ceci est

attribué a la force de compression exercée sur les particules en raison de la tension
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superficielle de la particule elle-méme. La taille critique des particules de la structure
cristalline et I’effet de la taille different avec les matériaux [16].

1.2.3 Propriétés électromagnétiques

Lorsque les matériaux sont réduits au nanométrique, les forces électromagnétiques
deviennent prédominantes dans ces nanoparticules. La masse de |’objet a I’échelle
nanomeétrique est si petite que la gravité devient négligeable et que les forces
électromagnétiques dépassent la force gravitationnelle. Les nanoparticules sont des matiéres

premieres pour un certain nombre de dispositifs électroniques.

Les propriétés électromagnétiques jouent un grand réle pour I’amélioration de la performance
du produit. En ce qui concerne la propriété magnétique, les fines particules ferromagnétiques
ont une seule structure de domaine magnétique car elles deviennent trés petites, de I’ordre de
moins de lum environ, et présentent une propriété super-paramagnétique lorsqu’elles sont
plus fines. Dans ce cas, bien que les particules individuelles soient ferromagnétiques avec la
structure a domaine magneétique unique, les particules se comportent collectivement comme
paramagnétiques. Il est magnétisé dans son ensemble dans la méme direction que le champ
magneétique externe mais I’aimantation disparait par la fluctuation thermique, lorsque le
champ magnetique externe est enleve. Le temps pour la disparition de I’aimantation dépend
de la taille des particules, comme, I’aimantation du matériau répond avec le champ
magnétique externe comme paramagnétique lorsque les particules sont suffisamment petites
mais il diminue progressivement a mesure que la taille des particules devient plus grande
[17].

1.2.4 Applications des nanoparticules

Ouvrant indubitablement des perspectives tres prometteuses, les nanotechnologies se
sont déja immiscées dans notre environnement quotidien. Les secteurs d’activité utilisant les

nanomatériaux pour des applications commerciales sont les suivants.
1.2.5 La médecine

Nano-diamants avec des molécules de protéines attachées peuvent étre utilisés pour
augmenter la croissance osseuse autour des implants dentaires et articulaires. Les chercheurs
testent I’utilisation de chimiothérapies attachées a des nano-diamants pour traiter les tumeurs

cérébrales.
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Des chercheurs étudient I’utilisation de chimiothérapies attachées a des nano-diamants
pour traiter la leucémie. Une autre nanoparticule auto-collectrice a été produite que les
tumeurs objectives, pour aider les spécialistes a analyser la malignité. La nouvelle
nanoparticule soutient I’adéquation de I’IRM en examinant particuliérement les récepteurs

qui se trouvent dans les cellules malignes [18,19].
1.2.6 Les matériaux de fabrication

Les nanoparticules de silicate sont utilisées pour fournir une barriére aux gaz (par
exemple I’oxygéne) utilisé pour I’emballage. Cela pourrait ralentir le processus de
détérioration ou de desséchement des aliments ou I’humidité dans un film plastique utilisé
pour I’emballage [21].

1.2.7 L’environnement

Les chercheurs utilisent des nanoparticules d’or délimitées dans un oxyde de
manganése poreux a un catalyseur a température ambiante pour décomposer les polluants
organiques volatils dans I’air. Les nanoparticules de fer sont utilisées pour nettoyer la
pollution au tétrachlorure de carbone dans les eaux souterraines. Les nanoparticules d’oxyde

de fer sont également utilisées pour nettoyer I’arsenic des puits d’eau[20].
1.2.8 L électronique

Les nanoparticules sont utilisées dans plusieurs domaines telle que : mémoires a haute
densité et processeurs miniaturiseés, cellules solaires, bibliotheques électroniques de poche,

ordinateurs et jeux electroniques ultra-rapides, technologies sans fil, écrans plats [22].
1.3 Les nanoparticules d’argent
1.3.1 Généralités sur les nanoparticules d’argent

L’argent (Ag) est le deuxieme élément du premier groupe secondaire (IB) du tableau
périodique, c’est un métal noble plus réactif que I’or. Ce métal, est exploité pour sa grande
résistance mécanique. C’est un métal de transition mou, blanc, brillant possédant diverses
propriétés comme la conductivité électrique et thermique élevée et il est utilisé sous plusieurs
formes telles que colloides comme lotions. Il est intervenu en médecine en tant qu’agent
thérapeutique contre les maladies infectieuses et les infections chirurgicales. L’ argent a bien

beaucoup d’avantage que de facteurs de risque [23].
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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, matériaux antistatiques, matériaux supraconducteurs cryogéniques, matériaux
biocapteurs, textiles synthétiques, circuits imprimés, matériaux catalytiques. Ces
nanomatériaux présentent 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 [24].C’est I'un des métaux les plus utilisé pour la conception des
nanoparticules. Les nanoparticules d’argent pouvant rassembler environ 20 -15 000 atomes
d’argent, ont montré les mémes propriétés physico-chimiques et activités biologiques que
I’argent, en plus des propriétés uniques des nanoparticules [23].

s s 3
T X
5 z..:',
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L -, 00

Figure 1.3: Photo en microscopie de la taille et forme des deux types de nanoparticules utilisées

.

50 nm

dans ces travaux, a gauche les nano-spheres d’argent (20nm) et a droite les nano-plagques
d’argent (40 nm) [25].

1.3.2 Propriétés physiques et chimiques de I’argent

L’argent (Ag) est le deuxieme élément du premier groupe secondaire (Ig) du tableau
périodique, c’est un métal noble plus réactif que I’or[25].Sa résistance mécanique peut étre
amélioré par addition de cuivre. Il a une excellente conductivité, propriété utilisée en

électronique. L’argent métallique se déforme facilement a froid, par martelage ou par
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étirement et il se cisele facilement. Les sels d’argent sont photosensibles et sont utilisés en

photographie [24].Le Tableau I.1montre les propriétés caractéristiques de I’argent.

Tableau I.1: Propriétés physiques de I’argent[26].

Propriétés Argent
Configuration électronique [Kr] 4d° 55t
Numéro atomique — poids 47 — 107,87
Structure cristalline CFC
Densité (g/cm?®) 10,5
Rayon atomique (hm) 0,153
Résistivité électrique (p2.cm) 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™) 63 106
Potentiel standard (V) 0,779
Electronégativité (Ag'/Ag) 1,93

L’argent métallique s’obtient par réaction de réduction de I’ion argent selon la

réaction suivante Ag'+ 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.

De nombreuses méthodes ont été utilisees pour synthétiser des nanoparticules d’argent,
parmi lesquelles on peut citer la réduction chimique des ions argent en solution aqueuse ou
organique, la réduction électrochimique, la réduction sous ultrasons, la réduction
photoinduite ou photocatalytique, la réduction sous micro-ondes, la réduction par irradiation

Y, 1a méthode de microémulsion et la réduction biochimique [24].
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1.4 Synthése des nanoparticules d’argent

Récemment, la synthése des nanoparticules inorganiques avec des compositions,
tailles et des formes bien définies est réalisée avec différentes techniques physiques,

chimiques et biologiques.
1.4.1 Méthodes physiques

Les méthodes mécaniques, telles que I’homogénéisation et le broyage ont été utilisées
pour préparer des nanoparticules d’argent pour application antimicrobienne. Dans les
procédés physiques récents, les nanoparticules d’argent sont généralement synthétisées par
évaporation-condensation [24].

Les méthodes physiques les plus utilisees pour la formation des nanoparticules

d’argent sont :
- L’évaporation/condensation de vapeur.
- La décharge d’arc.
- Le broyage par billes d’énergie.
- La pulvérisation cathodique a magnétron a courant continu.

Les méthodes physiques sont moins codteuses en temps et n’impliquent pas de composés
chimiques dangereux. Cependant, la grande consommation d’énergie et le besoin de
beaucoup de temps pour obtenir une stabilité thermique sont les limites de cette méthode. Les
techniques par ablation laser sont avantageuses par rapport aux autres car il n’y a pas besoin
d’ajouter des réactifs a la solution. C’est donc trés utile pour produire des métaux colloidaux

purs et non contaminés[9].
1.4.2 Méthodes chimiques

Les AgNPs peuvent étre synthétisées par réduction chimique, technique
électrochimique, irradiation assistée par méthode chimique ou encore par pyrolyse, etc.

La réduction chimique est la méthode la plus utilisée pour synthétiser les
nanoparticules d’argent, avec en particulier la méthode de Lee-Meiseil, qui consiste a
produire des nanoparticules d’argent par réduction du nitrate d’argent (AgNOs3) par le

tétraborohydure de Sodium (NaBHy,). Les particules présentent une distribution en taille trés
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fine et voisine de 10nm, idéale pour la catalyse mais inutilisable en optique (50-100 nm). La
suspension obtenue est stable dans I’eau ou I’alcool sans nécessiter I’ajout d’un ligand
stabilisateur.

I1 existe de nombreuses variantes de cette méthode, mettant en ocuvre des sels
d’argent et des agents réducteurs ainsi que des méthodes physico-chimiques : réduction a
haute température, ablation laser de particules d’une cible métallique, condensation d’une
phase de vapeur, photoréduction d’Ag+, électrolyse d’une solution de sels d’Ag, réduction
d’une solution sursaturée de Ag,0O a 70°C par du H,[27].

BH4- BH4 BH,,—

nAg+ NaBH,4 >BH:{" BH, ™
2 BH, BH,~
BH,~ BH,~

BH,  BH4

Figure 1.4: lllustration de la méthode de Lee-Meisel [28].

En ce qui concerne la méthode de réduction chimique en géenéral, trois composants

principaux sont utilises :

- Agents de réduction organiques et inorganiques (hydrogene, borohydride, citrate,
acide ascorbique, composés d’hydrazine, polyols, réactifs de tollens, N,N-
diméthylformamide, polymeres de polyéthylene glycol). Ces agents conduisent a la réduction
des ions argent (Ag+) en argent métallique (Ag0) suivi d’une agglomération en clusters
oligomériques dans des solutions aqueuses ou non aqueuses. Au final, ces clusters forment
des nanoparticules d’argent sous forme colloidale. Le borohydride est beaucoup utilisé pour
ces réductions du fait de ses grandes et rapides propriétés réductrices en plus de sa capacité a

agir comme un stabilisateur pour empécher I’agrégation des AgNPs pendant la réaction.

- Stabilisateurs  (PVP, PEG, poly  (N-isopropylacrylamide), poly
(méthyleméthacrylate), poly (acide méthacrylique) et le collagene). Parmi ces agents
stabilisateurs, on trouve les alcools, thiols, amines, groupes acides fonctionnels et des
surfactants qui protégent les nanoparticules de la sédimentation et les empéchent de perdre

leur propriété de surface. Le nitrate d’argent (AgNQO3) est le sel d’argent le plus utilisé pour la
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préparation de nanoparticules d’argent car il est le plus stable chimiquement, facilement
trouvable et peu cher.

- Métaux précurseurs ou sels d’argent.

Aqueous or
nonaqueous
solution

Reduction E

Silver ions Reducing k

(Ag") . agents

Sinee
e e

AgNPs
formation

Figure 1.5: Schéma de la synthése biochimique des nanoparticules d’argent [28].

Similairement a la méthode de réduction, les nanoparticules d’argent peuvent étre
synthétisées par une méthode électrochimique. Avec cette approche, des nanoparticules
d’argent de petite taille de forme sphérique peuvent étre produites. De plus, en utilisant des
cristaux de zéolite, la formation de nano spheroides d’argent (1-18 nm) peut étre obtenue par
réduction eélectrochimique. L’irradiation est aussi une méthode pour former des
nanoparticules d’argent. On utilise ici une irradiation au laser d’un surfactant et d’une
solution aqueuse de sel d’argent. Ainsi, Sudeep et Kamat ont pu prouver qu’il était possible

de produire des AgNPs dans une solution d’éthanol/toluene [29].

Des recherches sont cependant encore nécessaires pour déterminer la toxicité in vitro

et in vivo des méthodes chimiques utilisées pour fabriquer des nanoparticules d’argent.
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1.4.3 Méthodes biologiques

Les techniques biologiques de creéation de nanoparticules d’argent ont de grands
avantages par rapports aux méthodes chimiques et physiques. Les AgNPs produits par
méthode biologiques sont «eco-friendly » car aucun réducteur toxique ou d’agent
stabilisateurs ne sont utilisés pour la synthese de ces nanoparticules. Dans cette technique, les
agents de réduction ou de stabilisation peuvent étre substituées par des biomolécules
essentielles comme les protéines, les carbohydrates qui sont produites par des microbes,
incluant les bactéries, les champignons, les plantes, les algues, etc.

Les bactéries montraient une capacité remarquable a survivre dans un environnement
extrémement riche en nanoparticules d’argent, ce qui peut étre I’explication de
I’accumulation de ces nanoparticules d’argent. Les AgNPs ont été synthétisées en utilisant a
la fois des bactéries gram-positives et gram-négatives incluant la bactérie résistante aux
AgNPs, pour former ces nanoparticules d’argent. Il faut savoir que certaines bactéries ont la
capacité de produire des nanoparticules intracellulaires tandis que d’autres produisent des
AgNPs extracellulaire. Cependant, certaines bactéries comme Lactobacilles ont la capacité de

former des nanoparticules intracellulaire ou extracellulaire [30].

Les champignons ont un potentiel de synthése de NPs metalliques en raison de la
capacité de bioaccumulation des métaux et de leur tolérance, de leur capacité de liaison
élevée et de leur absorption intracellulaire qui sont faciles a manipuler dans une installation
de recherche par rapport aux bactéries, aussi ils sécrétent d’énormes enzymes catalysant la
réduction de la solution d’AgNO3 ce qui tend a augmenter considérablement la rentabilité de

cette approche synthétique [31].

La production de nanoparticules d’argent par les plantes est I’une des plus rentable et
a grande valeur ajoutée. Le rendement et la taille des nanoparticules varie en fonction de
I’espece de la plante. les plantes sont considérées comme une trés bonne option pour la
synthese rapide des nanoparticules d’argent en raison de leur large spectre de métabolites
secondaires bioactifs, tels que les polyphénols, les flavonoides, les terpénoides, les acides
amines, les protéines et les enzymes, qui pourraient améliorer la synthése des nanoparticules

en jouant un role d’agent stabilisant ou réducteur[29].
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Figure 1.6: Synthése biologique des nanoparticules d ‘argent [28].
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Figure 1.7: Les effets antibactériens et antimicrobiens des nanoparticules d ‘argent

obtenues par synthése biologique [28].
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1.5 Applications des nanoparticules d’argent
1.5.1 Activité antibactérienne

L activité biocide des AgNPs dépend de plusieurs caractéristiques morphologiques et
physicochimiques (par exemple, taille, forme et surface) les AgNPs de plus petite taille sont
plus susceptibles de traverser la membrane cellulaire et d’entrer dans la cellule, la
concentration d’AgNPs qui empéche la croissance bactérienne est différente pour chaque
type de bactérie.

De plus, les bactéries cibles varient considérablement dans leur génétique et par
conséquent dans la structure de leur paroi cellulaire, leurs voies métaboliques essentielles et
dans de nombreux composants qui, une fois perturbés, pourraient étre entrainer une mortalité
des micro-organismes. En outre, I’état physiologique de la bactérie, c’est-a-dire la forme
planctonique, le biofilm, le taux de croissance, peut grandement contribuer a la sensibilité des
bactéries au NPs [32,33]. Dans certains cas, le rapport entre les bactéries et les NPs est
essentiel a la toxicité de ces derniéres. En outre, de nombreux facteurs environnementaux
jouent un réle et ont une incidence sur la létalité des NPs sur les bactéries, notamment le pH
et la température. Les propriétés physicochimiques des particules, notamment leur taille, leur
forme, et leur mélange dans divers rapports avec d’autres nanoparticules et solvant utilisés,

affectent grandement leur activité antibactérienne [34].

Le mécanisme létal des nanoparticules meétalliques est toujours en discussion, mais
trois mécanismes principaux sont supposés, a savoir ; premiérement, la formation d’especes
oxydantes réactives (ROS), deuxiemement, le processus de libération des ions, et, enfin,
I’interaction des NP avec la membrane cellulaire. Les NP métalliques comparés a leurs sels
ont un potentiel accru de lutte contre les infections bactériennes [35,36]. La taille des NPs

influence principalement le mécanisme antibactérien [37,38].

La premiere étape du mécanisme antibactérien est constituée par les ions métalliques
de la gamme nanométrique qui parviennent a la cellule via une protéine transmembranaire.
Aprés fixation aux cellules bactériennes, on constate la production de changements
structurels dans la membrane cellulaire et un blocage des canaux de transport, le processus
entier dépend de la taille. Les petites NPs sont plus efficaces, tandis que les NPs plus grandes

ont une surface absolue supérieure permettant une meilleure propriété d’adhérence des forces
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de Van der Waals. Ensuite, les NPs peuvent étre internalisées, produire une ionisation a
I’intérieur de la cellule et endommager les structures intracellulaires, entrainant la mort
cellulaire [39].

Entrée d'ions argent /| NP extéerieur de la
par les proteines de porine cellule

dommages a la membrane .-. M
par accumilation d'AgNPs

fuite
cytoplasmique

» Dommage a I'ADN + dénaturation

o
augmenation du niveau
deH,0,0,etOH ¢ 7

dez proteines

|
’ ’ : . ‘/v -
generation /

deROS .

® cytoplasme

genetarion
de radicaux
libres

@ — Nanoparticule d'argent « = ion d'argent

Figure 1.8: Mécanismes bactéricides des AgNPs due a leur contact direct avec la cellule

bactérienne et de la libération d’ions argent [47].

La production d’espéces oxydantes réactives (ROS) par les NPs métalliques joue un
réle important dans leur efficacité antibactérienne. Les ROS sont constitués d’oxydants a vie
courte, tels que les radicaux superoxydes (O;), le peroxyde d’hydrogene (H,0O,), les radicaux
hydroxyles (OH™) et ’oxygéne singulet (O;") [40,41]. En raison de la haute réactivité de ces
especes, les ROS peuvent endommager le peptidoglycane et les membranes cellulaires,
I’ADN, I’ARNmM, les ribosomes et les protéines [42]. Les ROS peuvent également inhiber la
transcription, la traduction, I’activité enzymatique et la chaine de transport d’électrons.
Certains NPs d’oxydes métalliques reposent sur la génération de ROS en tant que mécanisme
principal de toxicité [43,44].
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Les atomes de métaux ont tendance a se lier au groupe thiol des enzymes et a
désactiver ensuite la fonction des enzymes. 1l est également suggéré que des ions métalliques
se fixent entre les paires de bases pyrimidine et purine, perturbant ainsi la liaison de
I’hydrogéne entre deux brins antiparalléles et détruisant la molécule d’ADN. Bien que cela
doive étre approfondi, il est constaté que les ions métalliques ont tendance a se fixer a I’ADN,
une fois qu’ils pénetrent dans la cellule [45,46].

1.5.2 Photocatalyse

La photocatalyse est utilisée en général pour la purification de I’air et le traitement de
I’eau. Elle est aussi utilisée dans la décoloration d’effluents aqueux colorés (industries
textiles), I’élimination des odeurs et le revétement autonettoyant de surfaces (verre, métaux,
bétons). Elle est aussi appliquée dans le domaine médical pour lutter contre les cellules
infectées. La photocatalyse repose sur un processus électronique qui se produit a la surface

d’un catalyseur (une substance qui augmente la vitesse d’une réaction chimique)[48].

Le principe de la photocatalyse est basé sur la génération de photoélectrons (&) dans
la bande de conduction et de trous (h+ ) dans la bande de valence du semi-conducteur apres
exposition a la lumiére de longueur d’onde supérieure ou égale a I’énergie de la bande
interdite. Elle repose sur un processus electronique qui se produit a la surface d’un catalyseur,
Les charges é/h+ migrent a la surface du semi-conducteur ou elles servent de site redox pour
la destruction de polluants adsorbés. Les principales réactions qui ont lieu sont les suivantes :
Lorsque le photocatalyseur est soumis a un rayonnement de photons d’énergie au moins égale
a celle de la bande interdite, un électron peut passer de la bande de valence a une orbitale

vacante de la bande de conduction[48].
AgNOs3 + hv — h* + e (1)

Les trous réagissent avec I’eau et les polluants organiques adsorbés a la surface de semi-

conducteur, suivant les réactions :
H,O+h' gy - HO+H™ (2)
Polluant +h*gy — polluant” (3)
Les radicaux hydroxyles formés participent également a la dégradation des polluants :

Polluant + HO" — CO, + H,0 4)
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Chapitre 11 Dispositifs et techniques expérimentales

Ce chapitre est consacré a la description des différents matériaux et produits
biologique expérimentales utilisés, détaillent les méthodes et techniques expérimentales
employés tout au long de ce travail. La partie expérimentale se compose de trois ensembles,
le premier représente I’utilisation du procéde biologique a base des bactérie lactiques comme
méthode de synthese verte Dans un premier lieu, nous avons élaboré une méthode de
synthése extracellulaire de nanoparticules d’argent des bactéries lactiques. La deuxiéme
partie de notre travail est consacrée al  ’application des AgNPs dans la dégradation des

polluants organiques.
I1.1 Objectif

L objectif essentiel de notre travail a consisté a biosynthése des nanoparticules
d’argent (AgNPs) stables en conditions physiologiques et applications des NPs en
photocatalyse (Dégradation des polluant organique) et leurs activités antibactériennes.

11.2 Synthése des nanoparticules d’argent
11.2.1 Préparation de milieu de culture (BN)

Le Bouillon Nutritif a la méme formulation que I'agar nutritif, seul I'agar a été omis
(qui provoque la solidification du milieu dans la température ambiante). Il est constitué d’un
mélange de Tryptone et d’extrait de viande qui contribue a la croissance des
microorganismes. Le chlorure de sodium est destiné au maintien de la pression osmotique.
Pour préparer le milieu BN, nous dessous 08 g du bouillon nutritif (BN)dans 100 ml d’eau
distillée sous agitation jusqu’a I’ebullition et la dissolution. Le milieu BN est stérilisé par la

suite 1 h/120°C a I’autoclave. A la fin, le milieu est placé au frais a 5°C pendant 24h.

Tableau I1.1: Composition de BN pour 1 litre de milieu.

Composition Masse
Peptones 100¢g
Hydrolysat de caséine 500
Chlorure de sodium 500
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11.2.2 Préparation du surnageant de la souche

Pour la synthése des nanoparticules d’argent, la souche bactérienne lactique
Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides a été ensemencée la souche bactérie lactique
par repiquage de surface dans bouillon nutritif (BN) stérile préparé incuber la solution 24 h a
30°C. La croissance bactérienne dans le bouillon nutritif est mise en évidence par 1’obtention
d’une turbidité résultant de la multiplication microbienne. Pour la récupération du surnagent
le milieu obtenu a subi une centrifugation a 4000 tr/min a 5°C pendant a 20 minutes pour

séparer le surnageant du culot.

Par une bactérie lactique (Leuconostoc)

Figure 11.1: Etapes de préparation du surnageant de la souche

11.2.3 Reduction des ions d’argent

Le surnageant récupéré est utilisé pour la réduction des Ag*.Pour cela on prépare une
solution d’AgNO; a une concentration de 2 mM dissous dans I’eau distillée. Cette solution est

mélangée avec le surnageant avec un rapport v/v 50/50.Le mélange obtenu est incubé sous
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agitation(100 tr/min) a 37 °C pendant 48 h. La synthése a été contrdlée par le
changement de couleur du milieu de culture du jaune au brun par inspection visuelle du
flacon de culture. Afin de récupérer les AgNPs le mélange est centrifugé a 9000 tr/min
pendant 6 min. Par la suite, les AgNPs sont été lavé plusieurs fois avec I’eau distillée jusqu’a
ce que la solution devienne claire. A chaque fois, nous vidons la couche supérieure et nous
gardons les particules d’argent déposées sur le fond. Aprés centrifugation, I’échantillon a été

placé dans I’étuve pour séchage.

(. 25 ml surnageant
* 25 ml l'eau distillé
* 017 g (AgNO,)

* C=20mM

Figure 11.2: Réduction des ions d’argent.
11.3 Optimisation des conditions opératoires

Dans cette étude, 1‘évaluation de plusieurs facteurs expérimentaux importants, y
compris le pH, la concentration de solution d*Ag”, le temps, 1‘agitation et la lumiére ont été

étudié. Toutes les parametres ont été contrélées par un spectrophotometre UV-visible.
11.3.1 Effet de pH

Le pH du milieu constitue le paramétre le plus important lors de la synthése. Ceci car
la réduction extracellulaire des ions d’argent dépend du pH du milieu.Ainsi, nous avons
essayé de déterminer le pH optimal pour améliorer I’efficacité de ce procédé. Nous avons fait

varier le pH de 2 a 10.
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Les mesures du pH ont été effectuées avec un pH-métre (HANNA pH 301) muni
d’une électrode de verre combinée (HANNA Hi 1131B). L’étalonnage de I’appareil est

réalisé avec des solutions tampons standards (pH= 4, 7 et 10).
11.3.2 Effet de concentration des ions d’argent

L’étude de I’effet de la concentration des AgNOj D’efficacité de ce procédé a été

effectuée en faisant varier les concentrations de Ag” de 0,5 a 10 mM.
11.3.3 Effet de temps

Afin d’optimisation le mieux le temps réactionnel, trois différentes durées de temps a
savoir 24h, 48h et 72hont été utilisé pour la syntheése des AgNPs.

11.4 Spectroscopie UV-Visible

La spectroscopie UV-Visible est une technique trés utilisée pour les substances
organiques et minérales, elle repose sur la transition d’électrons de valence qui passent de
I’état fondamental a I’état excité grace a une onde électromagnétique. Il a été utilisé pour
vérifier les AgNPs biosynthétisés. Outre I’analyse, identifier et caractériser de ces derniers. Il
utilise une longueur d’onde comprise entre 200 et 800 nm et il est capable d’identifier des
nanoparticules dont taille varie de 2 a 100 nm [50].

Figure 11.3: Schéma de | ‘appareil spectrophotomeétre ultraviolet (SP-UV 2300 I1)
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Le principe de la spectroscopie UV-Visible repose sur la transition d’un électron d’un
état fondamental vers un état excité par excitation grace a une interaction avec une onde
électromagnétique. Le passage d’un état électronique a un autre état électronique d’énergie
plus élevée nécessite I’absorption d’énergie sous forme de photons. Ce qui entraine
évidemment la diminution de I’intensité du rayonnement transmis par le milieu, diminution
qui dépend du nombre de molécules traversées par le rayonnement. Ceci se traduit par une
loi, dite de Beer-Lambert. Le principe du spectrométre UV/Visible consiste en une source
munie de deux lampes qui permettent un continuum d’émission sur toute la gamme de
longueur d’onde UV-Visible : Lampe au deutérium qui émet des longueurs d’ondes A de 180
a 400 nm (UV). Lampe au tungsténe qui émet des longueurs d’ondes A de 400 a 800 nm
(Visible). Un monochromateur (prisme, ou réseau ou les deux a la fois) permet de n’envoyer
a travers la cuve qu’un faisceau monochromatique, il sert a sélectionner les longueurs
d’ondes et donc de faire un balayage de la gamme en déplacant ce monochromateur. Le
faisceau de photons a la longueur d’onde A sélectionnée traverse un miroir qui synchronise le
mouvement du monochromateur, puis le faisceau traverse I’échantillon ou la référence, puis

un amplificateur permet de comparer I’intensité en sortie par rapport a I’intensité d’émission.

1.5 Applications
11.5.1 Photocatalyse

La photocatalyse est un cas particulier de la catalyse hétérogene. Lorsque ce
phénomene prend place, les substances chimiques au contact d’un semi-conducteur sont
modifiées sous I’action d’une irradiation lumineuse. La photocatalyse consiste en
I’accélération d’une réaction chimique grace a I’absorption de photons par un semi-
conducteur. Comme toutes réactions de catalyse hétérogene, les réactions photocatalytiques

peuvent étre décomposées en cing étapes :

Transfert des molécules de la phase liquide vers la surface a travers la couche limite.
Adsorption en surface de photocayalyseur.
Reéaction de la molécule adsorbée.

Désorption des produits de réaction.

YV V V V V

Transfert de produit de la couche limite wvers la  solution.
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Globalement une réaction photocatalytiques peut étre décrite comme réaction
d’oxydoréduction catalysée par un matériau semi-conducteur excite, a la surface duquel sont
adsorbés les réactifs.

Le polluant choisi pour cette procédée est le bleu de méthylene (C16H1sCINS) ou
chlorure de méthylthioninium dont la formule est donnée sur la figure 11.2

N
N
HBC - CH3
\I\ll g* ’f/
CH, CHj
Cl

Figure 11.4: Formule chimique du bleu de méthyléne (BM).

C’est une dérive de phénothiazine, et est un colorant cationique, il existe comme
une poudre vert fonce, il existe sous plusieurs formes hydratées : monohytraté, dihydrate,
trihydraté et pentahytrate, le plus courant c’est le trihydraté. Il est couramment utilisé comme
modéle de contaminant organique en raison de sa structure moléculaire stable. Dans la
réaction de réduction, le BM se transforme en leuco méthyléne incolore, due a la parte du

double libre de I’azote et introduction d’un atome d’hydrogene.

Il est également largement utilisé comme molécule modéle de polluant car méme si
c’est une molécule peu dangereuse du point de vue environnemental, il présente une
réactivité assez similaire aux polluants aromatiques du fait de sa structure. De plus, sa
cinétique de dégradation est facile a suivre par spectroscopie UV-visible du fait de sa
coloration bleue intenses, ce qui nous permet de suivre la dégradation selon la décoloration

de la solution.
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La solution mere du BM de concentration 0.01 mM a été préparée. Les solutions
standards pour le test photocatalytique, ont été obtenues par des dilutions successives jusqu’ a
la concentration désirée. Afin vérifier la loi de Beer-Lambert une courbe d’étalonnage a été
enregistrée. Les résultats sont illustrés sur la figure 111.3. Cette courbe est linéaire sur
I’intervalle de concentration choisis, donc la loi de Beer-Lambert est Vérifiée dans ce

domaine de concentrations.

0.8
0.7-
0.6 i
0.5 ]
0.4 i

0.3 1

Absorbance

0.2 1
0.1

0.0 1

T T T T T T T T T T
0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012
Concentration (mM)

Figure 11.5: Courbe d’étalonnage du BM.

Dans notre travail, les activités photocatalytiques ont été mesurées a température
ambiante en utilisant une solution aqueuse de bleu de méthyléne en tant que polluant
organique. Les AgNPs été plongés dans la solution de bleu de méthylene. Les concentrations
de réactif ont été déterminées par la Spectroscopie UV-Visible. Le pourcentage de

dégradation du colorant a été estimé par la formule suivante :

% dégradation= 100 x (Co—C)/C
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Co est la concentration initiale de la solution de colorant et C est la concentration de la
solution du colorant aprés dégradation photocatalytique.

11.5.2 Activité antibactérienne

La mise en évidence de I’activité antibactérienne de notre produit est effectuée par la
technique de diffusion sur disque. Dans cette technique le milieu utilisé est celui de Gélose
Nutritive, qui une fois coulé¢ dans des boites de Pétri (dune épaisseur d’environ 4 mm), est
ensemencé avec des souches bactériennes. Des disques en papier wattman sont placés au
centre de la boite a pétri. A ’aide d’un tampon de coton-tige stérile qui a été trempé dans la
suspension bactérienne préparée, la culture de bactérie est répondue sur la surface du milieu
Gélose Nutritive. Un disque stérile de 3 mm a été soigneusement placé au centre de la plaque
de gélose sans perturber le milieu environnant. Le disque a été rempli avec 15 pl des AgNPs
en suspension dans l’eau distillée. Ces échantillons sont préparés en diluant les
nanoparticules synthétisées dans 1’eau distillée. Par la suite les boites sont incubées a 37°C
pendant 24h. L ’identification de 1’activité antibactérienne est effectuée via une lecture directe
en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition autour du disque aprés 24 heures
d’incubation. Toutes les manipulations sont faites dans une zone stérilisée au voisinage du
bec Bunsen. Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antibactérienne en
milieu solide (Mueller-Hinton) dans des boites de pétrie, apres un certain temps de contact
entre le produit et les microorganismes cible. L’effet du produit antibactérien sur la cible est
appréci¢ par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diameétre d’inhibition.
L’évaluation de I’activité antibactérienne de nanoparticules d’argent a été faite sur des

souches bactériennes :

- Bacillus subtilis ATCC 14531 : est une bactérie du sol, a Gram positif , mobile par des
flagelles peritriches, aérobie, mais dans le cas de la présence de glucose et de nitrate, une

croissance anaérobie peut se produire.

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 : st une bactérie Gram-négative hétérotrophe,
mobile, en forme de batonnet, d'environ 1 a 5 um de long et de 0.5 a 1.0 pm de large. C'est un

aérobie facultatif qui se développe via la respiration aérobie et la respiration anaérobie.
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- Escherichia coli ATCC 25922 : une bactérie a Gram négative en forme de batonnet. Elle se

trouve disposee seule ou en paires.

- Listeria monocytogenes ATCC 13932 : un batonnet Gram-positif, facultativement
anaérobie, non spore formant, catalase positive, cette bactérie est psychrotrophique et se
développe sur une plage de température de 0 ° a 45 ° C, avec un optimum autour de 37 ° C.
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Chapitre Il Résultats et Discussions

111.1 Biosynthése des nanoparticules d’argent

Pour la biosynthese des nanoparticules d’argent (AgNPs), 25 ml de surnageant de la
bactérie Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides a été ajouté a 25 ml de solution
aqueuse d’AgNOgs, dont le volume final du mélange est de 50 mL. Aprés incubation de ce
mélange pendant 24 h a 37°C la couleur change jaune clair vers brun-rougeéatre indiquant la
formation de nanoparticules d’argent dans la solution comme le montre la figure Il1.1. La
formation de nanoparticules d’argent peut étre contr6lée a la fois par un changement visible de

couleur et quantitativement par mesure des spectres UV-Vis.

Surnageant Incubation
>
+ ]
AgNO; 37°C, 24h

Figure I11.1: Synthése des nanoparticules d ’argent(AgNPs).

Le changement de couleur est expliqué par la réduction des ions Ag" en particules
d’argent (Ag®) lors de I’exposition & la bactérie lactique. Le surnageant de la bactérie
Leuconostoc mesenteroides agit comme agent réducteur pour la synthése des AgNPs di a la
présence de quantités importantes d’enzymes specifiques. Cette synthese extracellulaire présente
des avantages plus pratiques par rapport a la synthése intracellulaire (en raison du nombre
d’étapes de purification moins nombreux). La plupart des rapports publiés [53, 54] ont soutenu
que la synthese extracellulaire de nanoparticules est préférable car le processus est a faible débit
et de purification plus faciles par rapport aux méthodes intracellulaires. Une enzyme
couramment utilisée est la nitrate réductase, qui peut étre responsable de la synthese de
nanoparticules, telles que les nanoparticules d’argent et d’or[55].

Sans oublier que divers facteurs, y compris la concentration de surnageant et d’Ag”, Le

pH, la température et le temps d’exposition pourraient affecter la biosynthése des AgNPs.
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Apres la synthése extracellulaire des nanoparticules d’argent (AgNPs) par la bactérie
lactique(Leuconostoc mesenteroides) selon la méthode décrite au chapitre 11, des analyses UV-
visible ont été effectués (figure 111.2).

La vibration de Résonance Plasmonique de Surface (RPS) observée dans la plage de 400
a 500 nm et un pic maximal d’absorbance est enregistré autour 465 nm. La RPS est I’interaction
du rayonnement électromagnétique et des électrons dans la bande de conduction[56].

1.5

Absorbance

0.0

T T T T T T T
400 500 600 700
A (nm)
Figure 111.2: Spectre UV-visible de I’absorbance des nanoparticules d’argent (AgNPs) synthétisés

par bactérie lactique (Leuconostoc) traitées a 37 °C pendant 24h.
I11.2 Parameétres influencant la formation des nanoparticules d’argent
111.2.1 Effet du temps sur AgNPs

Nous nous sommes, dans un premier temps, intéresses a I’effet du temps de la réaction

sur la formation d’ AgNPs, la réaction de synthese est suivi par UV-vis en fonction de temps.
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Figure 111.3: Evolution de | ’absorption & 465 nm des AgNPs avec le temps.

La figure 111.3 représente I’évolution de 1’absorption a A=465 nm des AgNPs avec le
temps. Les Spectres UV-vis obtenus montrent que le temps joue un role important dans
formation des NPs. En effet plus le temps augmente et plus I’absorbance est importante. On a
observé que la couleur reste presque inchangée apres 48heures de réaction. Cela indique que le

sel d’argent présent dans la réaction a été completement consommé.

111.2.2 Effet de la concentration sur AgNPs

Afin d’étudier I’effet de la variation de la concentration d’AgNO; a la formation des

AgNPs, déférentes concentration ont été ajouté au surnageant : 0,5, 1, 2 et 10 mM.

Figure 111.4: Effet de la concentration de AgNO; sur la formation des AgNPs.
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Figure 111.5: Influence de la concentration sur la formation des AgNPs a 37°c pendant 48h.

La figure 111.4 et la figure 111.5 représente 1’effet de la concentration sur la formation des
AgNPs. Par conséquent, nous observons sur la figure 111.4 que plus la concentration d’AgNO3 est

élevée, plus la couleur brun-rougeatre est plus prononcé.

L’absorbance des AgNPs avec les diverses concentrations d’Ag® montrent une
augmentation de I’intensité de la bande d’absorbance en fonction de la concentration en
AgNO; Il a été observé qu’une augmentation de la concentration d’AgNOs entrainait une
augmentation progressive de I’absorption maximale entre 400 et 500 nm pour toutes les
concentrations cela est di a la propriété des nanoparticules d’ Argent en raison de leur surface de

glissement Gamme d’absorption de résonance[25].

La figure II1.5 montre qu’une biosynthese maximale de nanoparticules d’argent est
obtenue pour une concentration de 10 mM d’AgNOs qui a été confirmée par un changement de

couleur plus intense et un pic d’absorbance plus élevé par rapport aux autres concentrations.
111.2.3 Effet de I’agitation et de la lumiére sur AgNPs

La figure 111.6 est une image qui montre I’effet d’agitation de la réaction sur la formation

d’AgNPs, la réaction de synthese est suivie par des analyses UV-visibles.
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[ Sans agitation ] [ Avec agitation ]

Figure 111.6: Changement de couleur en fonction de | ‘agitation et sons agitation.

On observe que le pic d’absorption des AgNPs élaborés sans agitation est presque

similaire a celui avec agitation (figure 111.7).

1.4 Sans agitation
| Avec agitation

1.2 4
1.0
0.8

0.6

Absorbance

0.4
0.2 4

0.0

T T T T T T T
400 500 600 700
A (nm)

Figure 111.7: Influence d agitation sur la formation des AgNPs & 30°c pendant 48h.

La figure 111.7 montre des spectres d’absorption UV-Vis de nanoparticules d’argent
préparées avec et sans agitation. Les spectres d’absorption montrent que 1’agitation n’as pas

d’eftet significatif sur la cinétique de la réaction de formation de AgNPs.
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Figure 111.8: Changement de couleur en fonction de sous lumiere et sans lumiere.

La figure 111.9 décrit les changements d’absorbance avec I’irradiation lumineuse. On a
bien observé le manque de pic d'absorbance lorsque la réaction de la biosynthéese est effectuée
dans le noir. Ceci est aussi confirmer par le non changement de couleur aprés 48h d’incubation

(figure 111.8).

Sans lumiére
Sous lumiére

1.0

Absorbance

0.5

0.0 T T T T T T I !
400 500 600 700 800
A (nm)
Figure 111.9: Influence de lumiere sur la formation des AgNPs a 37°c pendant 48h.

111.2.4 Effet du pH sur AgNPs

Dans cette partie nous nous sommes a 'influence du pH sur la réaction de réduction.
Pour étudier I’effet du pH sur la synthése (formation) d’AgNPs, une gamme de pH entre 2 et 10

a été réalisée par addition du NaOH ou HCI au mélange réactionnel. D’apres la figure 111.10 un
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changement de couleur est observé pour les solutions réactionnelles basiques (pH= 6, 8 et10). En
revanche, pas de changement de couleur pour les milieux acides (pH= 2 et 4).

La figure 111.11 montre que le pH a un effet remarquable sur 1’absorbance et le changement de
couleur. Le maximum d’absorbance mesuré a 465 nm augmente avec le pH pour atteindre une

valeur maximale égale 1,45.Ceci indique que le pH basique favorise la formation des AgNPs.

p|-|:2 p|-|:4 } pH=8 pH 10 }

Sapir ki R

Figure 111.10: Changement de couleur en fonction du pH.
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Figure 111.11: Influence du PH sur |’'absorbance maximale a 465 nm des AgNPs apreés 48h

d’incubation.

Le changement de pH affecte la forme et la taille des particules, car le pH a la capacité de
modifier la charge des biomolécules, ce qui peut affecter leur capsulage. La figure montre

I’évolution de la bande maximale en fonction du pH de la solution. On remarque que I’intensité
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d’absorption augmente avec diminuer du pH. Ceci indique que le pH basique favorise la
formation des AgNPs.

111.3 Application des nanoparticules d’argents
I11.3.1 La dégradation du bleu méthylene

Les AgNPs sont utilisées dans plusieurs domaines. Dans un premier temps, nous avons
choisi dans notre travail d’utiliser les AgNPs synthétisés dans 1’application en Photocatalyse
pour dégrader le bleu méthyléne (BM). Le protocole expérimental de ce travail consiste a évaluer
la dégradation de BM sous illumination ambiante.

Pour étudier la photodégradation du bleu de méthyléne, nous avons comparé les courbes
de ’'UV-Vis de bleu de méthylene avant et apres la photodégradation.Dans cette partie, nous

avons d’abords étudié les propriétés optiques du BM avant ’exposition a la lumiere.

A partir de la figure 111.12, on remarque I’existence de quatre bandes d’intensité variable
et localisés , respectivement a 246 nm, 292 nm, 612 nm et 664 nm, ces deux derniers sont
probablement dues aux transitions n-n* de l'azote et du soufre de la structure du bleu de
méthyléne. A noter aussi, que le bon choix de la dilution et la bonne précision laisse montrer des
faibles épaulements entre 350 et 550 nm, dues probablement a la résonnance du systéme

conjugué.

2,4-
2,0
1,6

1,2

Abs

0,8-

0,41

0,0 : . : T - . - . . , :
200 300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figure 111.12: Spectres d’absorption du Bleu de Méthyléne (BM) avant la photodégradation (0,002
mM).
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Par la suite, nous nous sommes intéressés a I’intervalle entre 450 et 750 nm et nous avons
choisi la valeur maximale 664 nm comme valeur de référence pour la durée de I’étude. L’ajout
de 30 mg d’une solution d’AgNPs & 15 ml de solution de Blue de Méthyléne (0.01 mM)
provoque la dégradation de ce dernier aprés 5 minutes de réaction(figure 111.13). Les Spectres
d’absorption de bleu de méthyléne photodégradée sous lumiére en fonction du temps en présence
des AgNPs sont présentées dans la figure 111.14. A t=0 h 1’absorption de bleu de méthyléne est
1,2. En fonction du temps, nous avons observé une diminution trés rapide de I’absorbance et

apres 5 minutes I’absorbance était presque inexistante.

A e Ny
— :
0 min 2 min 4 min 5min

Figure 111.13: Décoloration du bleu de méthyléne en fonction du temps d’irradiation en présence
des AgNPs.

Les résultats obtenus figures 111.15 montrent que I’efficacité des AgNPs du bleu de
méthylene augmente de O a 89% aprés 5 minutes d’exposition. En effet, 1’augmentation
graduelle du temps permet la production d’une quantité plus élevée des électrons nécessaires a
I’oxydation du colorant. Le mécanisme de la photodégradation de BM est illustré dans la figure
111.16.
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Figure 111.14: Variation de | ’absorbance en fonction de la longueur d‘onde du bleu de méthylene

c/iC

en présence des AgNPs.
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Figure 111.15: La vitesse (a) et [ efficacité des AQNPs(b) sur la degradation de BM sous une

lumiére ambiante.
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Figure 111.16: principe de la photodégradation[57].

111.3.2 Activité antibactérienne

Nous allons exposer dans cette les résultats obtenus sur [’analyse de [I’activité
antibactérienne en couches minces des AgNPs biosynthéses. Les tests ont été effectués vis-a-vis
de quatre souches bactériennes via la méthode de diffusion sur disque :Bacillus subtilis ATCC
14531, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 25922 et Listeria
monocytogenes ATCC 13932.

L activité antibactérienne des nanoparticules d’argent sont estimées par le diamétre de la zone
d’inhibition autour des disques (Méthode de diffusion sur gélose), exprimée en mm. La figure

I11.7 représente les résultats obtenus apres 24 h d’incubation a 37°C.

Les zones d’inhibition (ZI) sont de 12,1 mm pour E. coli, 15,5 mm pour P.
aeruginosa,19,1 mm pour B. subtilis et 41,6 mm pour L. monocytogenes. Les résultats obtenus
montrent que I’effet antibactérien des d’ AgNPs biosynthétisés sur les bactéries avec un Gram
positif est plus important que celui avec Gram négatif. L’activité antibactérienne des AgNPs
dépend fortement de leurs tailles. Les particules de plus petite taille présentent une grande

surface, ce qui entraine une activité antibactérienne plus élevée[58].

Jusqu’a présent, le mécanisme exact de l'activité antibactérienne des AgNPs n'est pas
encore connu. Cependant, certains auteurs soutiennent que les ions Ag” libérés par la surface des

nanoparticules d’Ag sont responsables de leur activité antibactérienne pour les systemes
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solides[59]. Des études ont montré que les AgNPs pouvaient se combiner avec les membranes
bactériennes et fermer les pores de la paroi cellulaire bactérienne en raison de leur charge
électrostatique opposée qui conduit a la distraction des cellules bactériennes [60].

E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC 9027

B. subtilisfATCC 14531 L. monocytogenes ATCC 13932

Figure 111.17: Activité antibactérienne des AgNPs vis-a-vis les bactéries. S1 : Témoins (I 'eau
distillée) etS2 : | ’eau distillé +AgNPs.
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Conclusion générale

L’objectif principal de ce travail est de proposer des voies de biosynthése des
nanoparticules métalliques d’argent (AgNPSs) en vue de remplacer 1’utilisation des réducteurs
chimiques. A cet effet, nous avons choisi une bactérie lactique (Leuconostoc mesenteroides
subsp mesenteroides) afin de mettre en ceuvre la fabrication de nanoparticules d’argent. Ainsi,
dans ce travail nous avons synthétisé avec succés des AgNPs en utilisant le surnageant de
culture d'une souche Leuconostoc mesenteroides (synthéase extracellulaire).

La cinétique de formation des nanoparticules d’argent a été surveillés par
spectrophotométrie UV-visible. Un pic d’absorbance est enregistré autour 465 nm pour

AgNPs biosynthétisées due a la vibration de Résonance Plasmonique de Surface (RPS).

L’étude des paramétres influengant sur la formation des nanoparticules nous a permis
de conclure que la formation des AgNPs dépend fortement de la concentration des Ag*, la
lumiere, le pH et le temps. D’apres les résultats obtenus, la concentration(10mM) et le pH
basique (pH=10) favorisent la réduction des Ag* en Ag’. Par contre, la présence de la lumiére

durant la synthese est nécessaire pour la formation des AgNPs.

La capacitée photocatalytique des AgNPs a été démontrée par la dégradation d’un
colorant (bleu de méthylene) sous une lumiere ambiante. Une efficacité de dégradation de
95% a éeté obtenue apres irradiation pendant 5 minutes en présence d’AgNPs. En effet,
I’augmentation graduelle du temps permet la production d’une quantité¢ plus élevée des

¢lectrons nécessaires a I’oxydation du colorant.

Par la suite, les nanoparticules synthétisees ont montré un effet bactéricide tres
efficace vis-a-vis quatre souches bactériennes : deux souches a Gram négatif (E. coli, et P.
aeruginosa) et deux autres a Gram positif (B. subtilis et L. monocytogenes). Les
nanoparticules d’argent synthétisées avec bactérie lactique ont donné des zones d’inhibition
avec des diametres respectivement de 12,1 mm, 15,5 mm, 19,1 mm et 41,6 mm pour E. coli,

P. aeruginosa, B. subtilis et L. monocytogenes.
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Résumé

En raison des propriétés physiques, biologiques et chimiques des nanoparticules (NPs), cette derniére décennie
est marquée par une augmentation de leur production et de leur utilisation dans I’industrie et la recherche.
L'objectif essentiel de notre travail a consisté a biosynthétiser des nanoparticules d’argent (AgNPSs), stables en
conditions physiologiques pour des applications en photocatalyse et antibactérienne . La stratégie adoptée est
fondée sur I’utilisation du procédé biologique a base des bactéri e lactiques (Leuconostoc) comme méthode de
synthese verte. Dans un premier lieu, nous avons élaboré une méthode de synthése extracellulaire de
nanoparticules d’argent des bactéries lactiques. Cette méthode biologique a de grand avantage en raison de leur
synthése non toxique.Les nanoparticules ont été surveillé par changement de couleur et caractérisées en
utilisant la spectroscopie UV-Visible qui a révélé un pic d’absorption a A max 430 nm.Nous avons aussi pu
montrer qu’il est possible application des nanoparticules d'argent (AgNPs) dans la dégradation des polluants
organiques (photocatalyse) et on a démontrer leurs leurs activités antibactériennes.

Mots clés : nanoparticules d'argent (AgNPs), bactérie lactique (Leuconostoc),Photocatalyse, activités

antibactériennes.

Abstract

Due to the physical, biological and chemical properties of nanoparticles (NPs), the last decade has seen an
increase in their production and use in industry and research. The main objective of our work was to synthesize
silver nanoparticles (AgNPs), stable under physiological conditions for photocatalysis and antibacterial
applications. The adopted strategy is based on the use of the biological process based on lactic acid bacteria
(Leuconostoc) as a method of green synthesis. First, we developed a method of extracellular synthesis of silver
nanoparticles from lactic acid bacteria. This biological method has great advantage due to their non-toxic
synthesis. The nanoparticles were monitored by color change and characterized using UV-Visible
spectroscopy which revealed an absorption peak at Ama= 430 nm. We also have could show that it is possible
to apply silver nanoparticles (AgNPs) in the degradation of organic pollutants (photocatalysis) and their

antibacterial activities.

Keywords: silver nanoparticles (AgNPs), lactic acid bacteria (Leuconostoc), Photocatalysis, antibacterial

activities.
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