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Introduction générale

Les nanosciences et nanotechnologies font depuis plus de vingt ans 1’objet de nombreux
travaux, au sein et a I’interface de disciplines scientifiques multiples, comme la physique, la
chimie, la biologie, les sciences de I’ingénieur ou les sciences humaines et sociales. Les
particules ayant un diamétre inférieur a 100 nm peuvent étre définies comme des nanoparticules
(NPs). Pour cela, les recherches sur les nanotechnologies suscitent des espoirs importants en
raison des propriétés particulieres de la matiére a 1’échelle nanométrique qui permettent
d’envisager de nouvelles fonctions jusqu’ici inimaginables. (Saravanan et al., 2017 ; Dong et
al., 2019). De nombreux scientifiques et économistes ont signalé une augmentation considérable
de l'utilisation des nanomatériaux répondre a la demande émergente dans différents domaines
d'application avec le développement de nouveaux matériaux (Maurer-Jones et al., 2013).

Nanobiotechnologie, bionanotechnologie et nanobiologie sont des termes qui ont émergé
en référence a la combinaison de la nanotechnologie et de la biologie. Grace a la convergence
de ces disciplines, la production de nanoparticules métalliques (MNP) utilisant des matériaux
biologiques comme agents réducteurs progresse rapidement. La nanotechnologie est devenue
I'une des technologies les plus importantes dans tous les domaines de la science. Elle repose sur
la synthése et la modulation de nanoparticules, ce qui nécessite des modifications importantes
des propriétés des métaux.

Les nanoparticules ont été synthétisées en utilisant des produits chimiques toxiques et des
procédures physiques a haute énergie (Dipak et Sankar, 2014). Pour pallier ce probléme, les
synthéses biologiques présentent de grands avantages tels que des effets écologiques. Des
bactéries, des levures, des algues, des champignons, des plantes sont utilisées pour la fabrication
de nanoparticules (Varshney et al., 2012). L’utilisation de ces organismes ou matériaux
naturels en particulier, a proposé une méthode fiable, simple, non toxique et respectueuse de
I'environnement. (Dipak et Sankar, 2014). Parmi ces méthodes biologiques, les bactéries ont
été plus importantes en raison de leur simplicité et de leur production pure (Vidhya et al.,
2014).

Les bactéries se sont avérées étre un bon candidat pour la synthese biologique de
nanoparticules car elles produisent des nanoparticules de maniére extracellulaire par la
réduction d'ions métalliques en particules métalliques. De plus, les possibilités exceptionnelles
de production de nanoparticules par les bactéries peuvent étre dues a un taux de reproduction
plus rapide et a une culture relativement plus facile (Saratale et al., 2018) A ce jour, les
nanoparticules sont majoritairement préparées a partir de metaux, a savoir l'argent (Sinha et
Paul, 2014), I'or (Arunachalam et al., 2014), le cuivre (Lee et al., 2013), le zinc (Darroudi et
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al., 2013), fer (Nadagouda et al., 2010), palladium (Khazaei et al., 2013) et titane (Rajakumar
etal., 2012).

Parmi les nanoparticules metalliques, les nanoparticules d'argent (AgNPs) ont regu
beaucoup dattention dans divers domaines. (Dipak et Sankar, 2014). Les Ag-NPs ont de
nombreuses applications pratiques, telles que les thérapies antibactériennes et anticancéreuses,
les diagnostics et l'optoélectronique, la désinfection de l'eau et d'autres applications
cliniques/pharmaceutiques. Ainsi, sont généralement de l'argent métallique destiné a la
stérilisation et possedent des activités antimicrobiennes, anti-levures, antifongiques et

antivirales car ils ont une plus grande surface par masse (Chaudhary et al., 2020).

L’objectif de cette étude consiste a synthétiser des nanoparticules d’Ag par une
méthode biologique a partir du surnageant de culture des bactéries Leuconostoc autochtone et

I’étude de D’activité antibactérienne.
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Chapitre I. Généralités
I.1. Nanotechnologie

La premiere description théorique de la nanotechnologie a été proposée par Richard P.
Feynman lors de sa conférence de 1959 intitulée ““There’s Plenty of Room at the Bottom”’
(Khan et al., 2019) faisant référence a la production de nouveaux matériaux a I1’échelle
nanométrique comprise entre 1 et 100 nm. La National Science Foundation (USA) a défini la
nanotechnologie comme la capacité & comprendre, contréler et manipuler la matiére au niveau
des atomes et des molécules individuels (de Jesus et al., 2021).

La nanotechnologie est une discipline considerée par divers auteurs comme une réevolution
technologique de pointe, étant donné que les matériaux de taille nanométrique ont des
caractéristiques uniques qui peuvent améliorer les processus et les caractéristiques de d'autres
matériaux dans un large éventail des domaines (Fashandi et Leung, 2018). La nanotechnologie
est un domaine en plein essor dans la recherche moderne, impliquant la synthése de
nanoparticules (Maheo et al., 2022).

1.2. Nanomatériaux

L'Organisation Internationale de Normalisation (ISO) a défini le « nanomatériau » comme
un « matériau ayant une dimension a I'échelle nanométrique ou ayant une structure interne ou
une structure de surface I'échelle nanométrique » (ISO, 2010) et la « nanoparticule » en tant que
« nano-objet avec les trois dimensions externes a I'échelle nanométrique » ou nano-échelle est
définie comme la plage de taille d'environ 1 e 100 nm (ISO, 2008) (Boverhof et al., 2015).

« Nanomatériau » signifie un incident naturel ou matériel manufacturé contenant particules, a
I'état non lié ou sous forme granulé ou sous forme d'agglomérat et ou, pour 50 % ou plus des
particules dans la distribution de la taille des nombres, un ou plus de dimensions externes est
dans la taille gamme 1 nm-100 nm. Dans des cas spécifiques et lorsque cela est justifié soucieux
de I'environnement, de la santé, sécurité ou compétitivité le nombre seuil de répartition par taille

de 50 % peut étre remplacé par un seuil compris entre 1 et 50 % (Rauscher et al., 2019).
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1.3. Nanoparticule

Les nanoparticules ont retenu l'attention en raison de leur petite taille qui se traduit par une
grande surface, Nanoparticules (NPs) sont une large classe de matériaux qui comprennent des
substances particulaires, qui ont une dimension inférieure a 100 nm au moins (Laurent et al.,
2010). Selon la forme générale, ces matériaux peuvent étre 0D, 1D, 2D ou 3D (Tiwari et al.,
2012). Les NPs ont attiré une grande attention en raison de leurs propriétés inhabituelles et
fascinantes et de leurs applications avantageuses. Ainsi, l'utilisation des nanoparticules est
largement répandue dans différents domaines tels que les industries mécaniques, centrales
électriques, procédés dalliage, fabrication de supraconducteurs, usines électroniques,
traitement des eaux usées usines, industries pharmaceutiques et institutions médicales (Anbia
et Amirmahmoodi, 2016).

1.3.1. Propriété des nanoparticules d’argent
Les nanoparticules d'argent (AgNPs) ont suscité un intérét croissant en raison de leurs
propriétés physiques, électrique, chimiques et biologiques unique par rapport a leurs
homologues a I'échelle macro (Tran et al., 2013).

1.3.1.1. Propriétés optiques
L’utilisation des AgNPs en tant que composants fonctionnels est de plus en
plus populaire. Dans les divers produits et capteurs optiques, I’interaction du AgNPs avec la
lumiére se produit lorsque les électrons de conduction sur la surface métallique subissent une
oscillation collective lorsqu’ils sont excités par la lumiére a des longueurs d'onde
spéecifiques appelées résonance plasmonique de surface et se traduit par des propriétés de
diffusion et d'absorption fortes (Choi et al., 2007).

1.3.1.2. Propriétés cytotoxiques
L'effet cytotoxique des AgNPs dépend de des facteurs spécifiques tels que la taille
. la petite taille des particules correspondant au degré de toxicité le plus élevé, I’agrégation : les
AgNPs agrégés diminuent l'effet cytotoxique et le revétement : le revétement des AgNPs
diminue généralement la cytotoxicité des AgNPs.
Les AgNPs ont un effet cytotoxique contre les cellules de mammiféres ; les scientifiques ont
étudie I'effet cytotoxique des AgNPs non enrobés et la AgNPs recouverts de substances

chimiques ou biologiques (Fahmy et al., 2019).
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1.3.1.3. Propriétés électriques
Les AgNPs avec leurs propriétés électriques uniques peuvent étre utilisé dans les
appareils électroniques. La conductance électrique des AgNPs en fonction de la taille (de 4 a
12 nm) qui ont été cultivés en vitrocéramique a été examinée (Roy et Chakravorty, 1990). La
résistance électrique des films AgNP a été mesurée dans la plage de température entre 80 et 300
K. Il a été constaté que la résistivité de surface augmente de maniere linéaire avec des
températures allant de 120 a 300 K (Syafiuddin et al., 2017).

1.3.2. Méthodes de synthéses des NPs
Les méthodes descendantes et ascendantes sont les deux principales approches de

synthese de nanoparticules (Wong-Pinto et al., 2020).

La méthode descendante implique genéralement 1’utilisation d’un apport énergétique énorme
(Dhand. Ch et al.,2015). Les approches descendantes incluent I'ablation laser, pulvérisation
ionique, broyage mécanique, etc... Bien que les approches descendantes soient relativement
plus faciles a mettre en ceuvre. Le changement des propriétés physico-chimiques et de surface
des nanoparticules est les problémes considérables associés a cette approche de synthése de
nanoparticules (AgFarwal et al., 2017).

Les méthodes ascendantes impliquent I'agrégation d'atomes, de molécules ou de particules plus
petites pour former des nanoparticules (Liu et al., 2011). Initialement, la formation de blocs
nanostructurés se produit, suivi de I'assemblage pour produire nanoparticule finale (Atida et al.,
2022).
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Ainsi, la synthése des nanoparticules se fait par des methodes chimiques, physiques et
biologiques (Fig. 1). Les procédures biologiques sont encore au stade de développement (Khan
et al., 2019).

Synthése des

nanoparticules

Meéthode Meéthode Meéthode

chimigue physigue biclogique
Technique de Y- .
micro&mulsion Bml"age —inlizs g Plante

haute énergie
Syntheésze de Algues
Ivols Pywrolyses laser . .
e Champignon
Svntha ol 1 Condensation de o
ynthese sol-ge gaz inerte Bacitcries

Syntheése

hydrothermale Electropulverisation

Figure 1 : Les méthodes de synthése des nanoparticules (Khan et al., 2019).
1.3.2.1. Méthodes physiques
Ces méthodes présentent généralement des matieres premiéres pour le broyage, des
tensioactifs qui aident a recouvrir la surface afin d’éviter les processus d'agrégation et de
surchauffe, et des supports fluides qui se comportent comme un solvant de réaction. Le séchage
et le broyage et la condensation de gaz et la technique pyrolyse au laser sont des méthodes
utilisées dans la synthése des NPs (de Jesus et al., 2021).

Dans la méthode de broyage, le mouvement les billes transférent leur énergie cinétique au
matériau broyé. Cette entraine la rupture de leurs liaisons chimiques et la rupture des matériaux

broyés en particules plus petites avec surfaces créées (Xing et al., 2013).

La technique de Condensation de gaz inerte est l'une des méthodes de synthése de NP qui
emploie gaz inertes (par exemple He ou Ar) et substrat refroidi a I'azote liquide titulaire pour la
préparation des NP. Les matieres évaporées sont transportées avec des gaz inertes et condensé
sur le substrat fixé avec de l'azote liquide (Raffi et al., 2007). Il a été constaté que la taille
moyenne des particules augmentait avec augmentation de la température d'évaporation et de la

pression du gaz He et était dans la gamme de 9 nm a 32 nm (Gracia-Pinilla et al., 2010).

La technique de pyrolyse au laser CO- est un procédé de synthése en phase vapeur. (Daraio et

al., 2012). Dans ce processus, les produits condensables résultants sont générés a partir du

7



Chapitre | Généralités

produit chimique induit par laser réactions a l'interface du faisceau laser et de la molécule Flux
de réactifs en phase gazeuse/vapeur. Un de critéres pour induire un couplage d'énergie dans le
systéme de réaction est que l'un des réactifs/précurseurs doit étre capable d'absorber grace au

mode vibrationnel résonnant du laser CO- infrarouge (IR) radiations (Jing et al., 2014).

1.3.2.2. Méthode chimique
Les méthodes les plus utilisées sont : sol-gel, la microémulsion, solvothermique et
hydrothermale. En plus de ceux-ci, il existe des produits chimiques réducteur qui sont souvent

utilisées en raison de leurs capacités a controler la taille et la morphologie (Iravani et al., 2014).

Dans la méthode de traitement sol-gel, il existe deux types de composants a savoir, "sol" qui
est un colloidal de particules solides dans un liquide « gel » qui est un polymeére contenant du
liquide. Ainsi, ce processus comprend la création de « sols » dans le liquide qui conduisent a la
formation d’un réseau de particules discretes ou de polymeéres en réseau par la connexion des
particules de sol. L'hydrolyse et la condensation sont les étapes typiques du procédé sol-gel,
dans lequel le premier utilise I'eau pour désintégrer les liaisons du précurseur qui est aussi la
premiére étape dans la formation de la phase gel. Ce processus est ensuite suivi d'une
condensation qui conduit a la formation de nanomatériaux aprées que l'excés d'eau est éliminé

pour déterminer la structure finale du matériau (Behnajady et al., 2011).

La synthése des NPs par microémulsion peut étre défini comme une méthode thermiquement
stable, constituant minimum de trois composants. Les molécules de surfactant créent l'interface
couche séparant les phases aqueuse et organique, réduit la tension interraciale entre la
microémulsion et le excés de phase et agissent comme une barriere stériqgue empéchant la
coalescence des gouttelettes (Solanki et al., 2011). Le systeme de microémulsion consiste a
I’élaboration des gouttelettes sphériques. La micellaire inversée sans systeme agit comme un

site de reaction pour la synthése des NPs (Malik et al., 2012).

1.3.3. Méthode biologique
En raison d'une culture plus facile, d'un taux de croissance rapide et de leur capacité a
se développer dans des conditions ambiantes de pH, de température et de pression, des micro-
organismes comme les bactéries, les champignons, les levures et les algues, aussi des plants

sont généralement préférés pour la synthese de nanoparticules (Saravanan et al., 2021).
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1.3.3.1. Plantes

La plupart des études conferent la production de nanoparticules par les

plantes qui étaient connus pour étre stables que les nanoparticules synthétisées par des

micro-organismes. La production des nanoparticules par les plantes repose sur divers

facteurs. Le type de traitement avec des parametres optimisés est treés indispensable a la

synthése de nanoparticules (Pandit et al., 2022).

Tableau 1: Synthése de nanoparticules a partir des plantes.

Taille

NPs Plante (nm) Application Référence
Morus alba L. 80-150 | Antibactérien Razavi et al., 2020
Panax ginseng 5-15 Anticancéreux et antiviral Sreekanth et al., 2018

Ag | Dolichos lablab 4-16 Antibactérien et Anticancéreux | Kahsay etal., 2018
Alternanthera bettzickiana | 5-15 Antibactérien et anticancéreux | Vaali- mohammed,2017
Thymus vulgaris 30 Heidari et ail., 2018

Anticancéreux et antioxydant

De nombreuses bactéries, champignons et plantes ont montré leur capacité a synthétiser des

nanoparticules metalliques (Fig. 2) (Katas et al., 2018).
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Exemple -
P [ ] 3 1 IFEs Ja s -
Bactérie Geobacter metallirediucens
e  Rhodospirillson rubrum
I o thiobacillus ferrooxidars
— _.- T .
Algues e Biosynthése des ™ Champignons
— | N 1 —
.'\\-‘ nanoparticules vy

Exemple :

Exemple -
»  dspergilius oryzae
»  Cymbopogon citratus
*  fusarium oxysporum
»  Polargonium graveolens
»  Trichoderma harzianum
»  Fingiber afficinale

Figure 2 : La biosynthése des nanoparticules par différents organismes (Sook Sin Chan et al,
.2022).

1.3.4. Synthése des NPs par les Microorganismes
1.3.4.1. Champignons

La biosynthése de nanoparticules a I'aide de champignons est largement utilisée et
considérés comme excellents candidats pour la synthése des nanoparticules par les métaux (Fig.
3) et de sulfure métallique en raison de la présence d'une variété d'enzymes dans leurs cellules
et de la simplicité de leur manipulation. Les champignons, comparés aux bactéries, synthétisent
une grande quantité de nanoparticules (Tab. 2). En plus, les champignons sécrétent plus
de protéines, ce qui entraine une productivité plus élevée de nanoparticules (Nasreen et al.,
2014).

Figure 3 : Image au microscope électronique a balayage de nanoparticules d'argent dérivées
de champignons (Nasreen et al., 2014).
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Tableau 2 : Biosynthése de nanoparticules d'argent par les champignons (Nasreen et al.,
2014).

Type de champignon Taille de nanoparticule

Fusarium  oxysporum  Schlecht. em. | 20—40 nm, sphérique, triangulaire
Snyder & Hansen

Collitotrichum spp. 20-40 nm, sphérique

Trichothecium spp. 5-200 nm, Triangle, hexagonal

Verticillium luteoalbum (Link) Subram. 10 nm, sphérique

Aspergillus oryzae var. viridis Nanoplaques triangulaires, pentagonales et

hexagonales de 10 & 60 nm

1.3.4.2. Algues

Les algues sont connues pour I’accumulation des ions métallique lourds et
possedent une capacité exceptionnelle a les remodeler en des formes plus malléables (Fawcett
et al., 2017). En raison de ces attributs séduisants, les algues ont été prévus comme organismes
modeles pour la fabrication de bio-nanomatériaux. Les extraits d'algues contiennent des
glucides, des protéines, des minéraux, de I'huile, des graisses, acides gras polyinsaturés avec
les composés bioactifs comme les antioxydants (polyphénols, tocophérols), et les pigments
comme caroténoides (caroténe, xanthophylle), chlorophylles et phycobilines (phycocyanine,
phycoérythrine) (Michalak et Chojnacka, 2015). D'apres les rapports disponibles, la
synthese des NPs implique premiérement la préparation d'extrait d'algue et le précurseur
ioniques suivi par incubation du mélange (Sharma et al., 2016). La réaction est initiée par
mélanger l'extrait d'algue liquide avec la solution de précurseur métallique. Typiquement, le
changement de couleur du mélange réactionnel délimite comme signature visible pour
I'initiation de la réaction qui illustre la nucléation, suivie par la croissance des NPs, (Sharma
etal., 2016 ; Prasad et al., 2016 ; Fawcett et al., 2017).

1.3.4.3. Bactéries
Les cellules microbiennes sont considérées comme des bio-usines potentielles pour
la synthese de particules sulfurées d'or, d'argent et de cadmium (lravani et Varma, 2020). Les
nanoparticules sont synthétisées par processus de bioréduction. Les enzymes réductases
extracellulaires produites par les micro-organismes réduisent les ions métalliques a des
nanomeétres. Le dosage des protéines des micro-organismes révéle que l'enzyme réductase
dépendante du NADH est impliquée dans la bioréduction des ions d'argent en nanoparticules

d'argent. L'enzyme réductase tire ses électrons du NADH, qui est ensuite oxydé en NAD+ (Fig

11



Chapitre | Généralités

4). L'enzyme est eégalement oxydée en méme temps par la réduction des ions argent

en nanoargent (Hulkoti et Taranath, 2014).

La biosynthese médiée par les micro-organismes peut étre intra et extracellulaire, ce dernier
étant plus pratique en raison de la récupération de nanoparticules ne nécessitant pas de
traitement supplémentaire. Dans les deux cas, la réduction des metaux est catalysée par des
enzymes et d'autres substances organiques qui peuvent étre secrétées dans la paroi cellulaire
ou a l'extérieur de la cellule. Bien que les études actuelles n'ont pas encore complétement
décrypté les mécanismes par lesquels les sources biologiques synthétisent des nanoparticules
métalliques, il existe un consensus que les principales voies impliquent [l'oxydation
enzymatique, réduction, adsorption et chélation avec des peptides ou polysaccharides des parois
cellulaires (Wong-Pinto et al., 2020).

Proteins, enzymes,
cofactors, e.g- @
nitrate reductase

Intracellular
Nanoparticles

s

Cell wall

Enzymes, organic components
molecules secreted
by cell
(DD B2
o @ Extraceliular Nanoparticles

Figure 4 : Mécanismes de biosynthése des nanoparticules. (Salunke et al., 2016).

Parmis les microorganisms utilisée dans notre étude ; bactérie de genre Leuconostoc

1.3.5. Caracteristiques des Leuconostocs
Les Leuconostocs sont des bactéries mésophiles (croissance optimale 25° C), est positif

pour la coloration de Gram, a catalase négative, en forme de coques souvent ellipsoidales, non
mobiles. Elles sont des aérotolérants, obligatoirement hétérofermentaires (Byung et al., 2017).
Ils se produisent généralement par paires et en chaines. Les Leuconostocs sont
nutritionnellement exigeants, nécessitant une source d'acides aminés et de vitamines ainsi qu'un
glucide fermentable pour I'énergie. Habituellement, ils poussent bien a de Man, Rogosa, et

bouillon Sharpe mais pauvre en lait, nécessitant souvent des suppléments de vitamines B, de
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I
Mineraux et d'acides aminés pour la croissance. Spécifique les acides aminés dont ils ont besoin
sont l'aspartate, le glutamate, la valine, la leucine, I'isoleucine et, selon les souches, I'histidine,

la méthionine, tryptophane, arginine et cystéine (Liu et al., 2016).

1.3.5.1. Habitat des Leuconostocs
Les bactéries lactiques existent dans des habitats riches en nutriments. On les
trouve dans les matiéres végetales et les fruits en décomposition, les produits laitiers, la viande
et le poisson fermentés, les betteraves, les pommes de terre, la purée de pommes de terre, la
choucroute, le levain, les Iégumes maringés, I'ensilage, les boissons, les plantes, I'eau, les jus, les
eaux usées et la carie dentaire (orale, génitale, intestinal et respiratoire) humains et animaux.

IIs font partie du microbiote sain de I'intestin humain (Konig et al., 2009).

1.3.5.2. Taxonomie et classification des Leuconostocs
Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogene, et son décrit pour la
premiere fois par Orla-Jensen en (1919) et la morphologie constitue la base de classification
des bactéries lactique (Lahitim et al., 2012).
Les études taxonomiques de Leuconostoc sont traditionnellement basées sur métabolisme des
glucides ou tests physiologiques, etc. Récemment sur la composition cellulaire en acides gras,
profils de protéines cellulaires solubles totales, composition de base de I'ADN et hybridation

ADN-ADN Numérique I'analyse de ces données devient monnaie courante (Ogier et al., 2008).
La classification selon le manuel de BERGEY 2009 :

Regne : Bacteria

Division : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Lactobacillales

Famille : Leuconostocaseae

Genre : Leuconostoc, Fructobacillus, Oenococcus, Weissella

1.3.6. Application des NPs
Les nanoparticules sont utilisées dans de nombreux domaines, Ils ont été largement
utilisés comme produits électroniques dans l'industrie, agents antibactériens dans I'industrie de
la santé, le stockage des aliments, revétements textiles et un certain nombre d'applications

environnementales. En tant qu'agents antibactériens elles présentent des propriétés totalement
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différentes en raison du I'énergie de surface plus élevee, etc., qui sont des propriétés
inhabituelles et uniques des métaux, donnant lieu a d'énormes applications dans divers

domaines.(Poulose et al., 2014).

1.3.6.1. Activité photocatalytique

Les photocatalyseurs a nanoparticules métalliques ont suscité un intérét récent en
raison de leur forte absorption du visible et de 1’ultraviolet. L'énergie absorbée par les électrons
de conduction métallique et les champs électriques intenses a proximité, creés par l'effet de
résonance plasmon de surface localisee, apporte la contribution cruciale de I'activation des
molécules sur le métal nanoparticules qui facilite la transformation chimique. Il existe
maintenant de nombreux exemples de réactions réussies catalysées par des nanoparticules
supportées de métaux purs et d'alliages métalliques entrainées par la lumiere a température
ambiante ou modérée. Celles-ci des exemples démontrent que ces matériaux constituent un
nouveau groupe des photocatalyseurs efficaces pour convertir I'énergie solaire en I'énergie
chimique et que les mécanismes sont distincts de ceux des photocatalyseurs semi-conducteurs
(Peiris et al., 2016).

1.3.6.2. Activité anticancéreuse

Les cellules cancéreuses présentent une division cellulaire incontrdlée et provoquent
une mortalité notable chez les hommes et les femmes et ont été estimées a représentent un tiers
de la disparité entre les sexes et d'autres problémes de santé majeurs problemes mondiaux (Bray
et al., 2018), il est donc urgent pour des traitements non toxiques, peu colteux et efficaces avec
un minimum Effets secondaires. A I'heure actuelle, les nanoparticules d'argent ont une activité
contre plusieurs types de lignées cellulaires cancéreuses, telles que la cellule A549
(Saravanakumar et al ., 2019) et lacellule MCF-7 (Barai et al., 2018).

1.3.6.3. Activité antibactérienne des nanoparticules
Les ions d'argent sont connus pour leurs efficacités contre une large gamme de
micro-organismes. L'activité antimicrobienne des nanoparticules d'argent (AgNPs) a été
confirmee sur les bactéries Gram-positives et Gram-néegatives ainsi que sur les champignons
(Quintero-Quiroz et al., 2019).

Le paramétre le plus important pour 1’étude de 1’activité antimicrobienne de nanoparticules est
la surface du nanomatériau (Lee et al., 2019). Les ions d'argent sont importants pour une
meilleure activité antimicrobienne. La plus haute concentration d'ions argent libérés a été

observée dans le cas de la plus grande surface de nanoparticules d'argent. Certains auteurs ont

14



Chapitre | Généralités

soutenu que le mécanisme d'action antibactérien des nanoparticules d'argent est en raison de la
libération d'ions dargent, alors que lactivité spécifique des nanoparticules d'argent est
négligeable. 1l a été rapporté que 1’efficacité des AgNPs entre 20-80 nm contre E.coli est plus
importante que les NPs de taille entre 20-80 nm, en raison de la plus petite taille (Duran et al.,
2016).

L'action antibactérienne des NP Chem.-ZnO et des NP ZnO biosynthétisés a l'aide d'extrait de
feuille de C. halicacabum pour différentes concentrations a été etudiée contre différents
organismes pathogénes tels que les bactéries Gram-positives (S. saprophyticus, B. subtilis) et
les bactéries Gram-négatives (E. coli et P. aeruginosa), les résultats finaux des études d'action
antibactérienne suggerent clairement que les NP ZnO biosynthétisées a l'aide d'extrait de feuille
de C. halicacabum pour diverses concentrations ont plus grande activité antibactérienne méme
a une dose plus faible par rapport aux NP ZnO synthétisés chimiquement. La synthése chimique
peut-étre méme maintenant conduire a la présence de certaines especes chimiques toxiques
adsorbées sur la surface qui peuvent avoir des effets néfastes sur la santé demandes de soins.
Ainsi, les NP Bio-ZnO se connectent tres facilement a la membrane cellulaire et pénetrent

également a l'intérieur des bactéries (Nithyaa et Kalyanasundharam., 2019).

1.3.7. Derniéres avancées sur AgNPs

Une étude a rapporté la synthese des AgNPs de Sargassum longifolium qui ont été
examinées pour leurs activités antifongiques a diverses concentrations contre différentes
souches fongiques pathogénes, y compris A. fumigatus, Fusarium sp., et C. albicans. Les
résultats ont montré que les AgNPs inhibaient significativement la croissance de chaque

champignon souche de maniére dose-dépendante (Chaudhary et al., 2020).

En 2021, Des AgNPs ont été synthétisées a partir de souches de Trichoderma. Il a été constaté
que les masses et les activités antibactériennes contre E. pernyi des AgNPs biosynthétisés a
partir de souches de Trichoderma étaient différentes. La structure des nanoparticules est
cristalline avec une taille sphérique varie de 5 a 35 nm. La FTIR a révélé les groupements
fonctionnels impliqués en tant que coiffage et agent reducteur dans la biosynthése des AgNPs.
(Qu et al., 2021).

En autre étude, (Kaplan. O et al) ont fait la synthese d’AgNPs par Tricholome extraits d'ustale
et d'Agaricus arvensis, Les AgNPs synthétisés étaient de taille moyenne inférieures a 20 nm.
L'activité antimicrobienne de la substance synthétisée AgNPs contre les souches bactériennes

et fongiques pathogenes (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus
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aureus, Enterococcus faecalis, Candida albicans et Candida utilis) a été determinée par la
méthode de diffusion par disque. La cytotoxicité des AgNPs a été examinée sur le cancer du
sein humain (MCF-7), du cancer du poumon (A549), du cancer du c6lon (HT-29) et des cellules
d'ostéosarcome (Saos-2) par dosage MTT. Les AgNP a présenté un effet anti-prolifératif sur les
cellules MCF-7, HT-29 et Saos-2 de maniére dose-dépendante par induction des voies de

signalisation apoptotiques intrinséques (Kaplan et al., 2022).

Les AgNPS ont été synthétiser a partir de trois isolats de Beauveria bassiana (JS1, JS2 et KA75)
et un isolat de Metarhizium anisopliae (TT1) ont été évalués pour leur capacité a biosynthétiser
les nanoparticules d’argent (AgNPs), les meilleurs rendements et les plus petites tailles de NP
ont été obtenus a 60 <C et pH 7,0. Les AgNPs biosynthétises variaient de 23 a 101 nm de
diametre. La spectroscopie UV-visible a confirmé le pic d'absorption des AgNPs dans la plage
de 420 a 454 nm. L'activité antibactérienne de I'AgNP était la plus élevée contre les bactéries
gram-négatives Pectobacterium carotovorum et Erwinia amylovora, et plus faible contre
Bacillus sp. L'inhibition compléte de la croissance végétative du champignon JS2 a été obtenue
avec AgNPs synthétisés a 15 pL/mL. Tous les AgNPs montraient une bonne compatibilité avec

les champignons a faible concentration (Soleimani et al., 2022).
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Chapitre 11 : Matériels et Méthodes
11.1. Lieu et durée d’études

Ce travail est réalisé au niveau du Plateaux Technique en Analyses Physico-chimiques
(PTAPC CRAPC Ouargla). CRAPC est une institution a caractere particulier, principalement
pour la recherche. Le développement de nouvelles méthodes analytiques physiques et
chimiques ainsi que de nouveaux protocoles de synthése chimique et d’application, Cette étude
a eté menée entre le 20 Mars 2022 et 31 Mai 2022. Ce travail vise a biosynthétiser des

nanoparticules d'argent (AgNPs) pour une activité antibactérienne.

11.2. Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé sont des bacteries lactique de genre Leuconostoc gelidum (Ln
C10), Leuconostoc mesentteroides subsp mesenteroides (Ln C1, Ln C2) isolée a partir du lait
de chévre dans la wilaya de Ouargla au niveau de laboratoire du Plateaux Technique en
Analyses Physico-chimiques (PTAPC CRAPC).

11.3. Méthodes
11.3.1. Synthese des nanoparticules d’argents
La réalisation de ce test a été faite par le protocole décrite par (Garmasheva et al.,
2016).

11.3.1.1. Revivification des souches
Les souches sont conservées dans le glycérol ont été revivifiées comme suit :
On ensemence inoculum de souche de référence dans 5 ml de bouillon MRS suivie d’une
incubation a 30°C pendant 24 heures.

Les résultats sont appréciés par 1’apparition d’un trouble dans le milieu MRS liquide.

11.3.1.2. Repiquage et purification
Les souches revivifiées ont été purifiées par des repiquages alternatifs sur
milieu MRS liquide et ensemencement sur MRS solide par des stries jusqu'a I'obtention de
colonies bien distinctes et identiques, puis incubation a 30°C pendant 24 heures (Annexe2),

pour 1’obtention des souches pures.
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11.3.1.3. Conservation des souches revivifiees
L’ensemencement des souches revivifiées a été effectué sur gélose incliné
(MRS), puis incubé a 30°C jusqu’a I’apparition des colonies (24 a 48 h), puis la souche a été
conserver a 4°C (Belkheir, 2017).

11.3.2. Biosynthese des nanoparticules

A partir de culture jeune de 18h, les souches de Leuconostoc (LnC1, LnC2, LnC10)
ont été inoculée dans un flacon contenant 250 ml de bouillon nutritif (BN) stérile. Le milieu
inoculé a été incubé a 30°C pendant 24 heure. Aprés 24 heures, la culture a été centrifugée pour
la séparation de surnageant et le culot. La centrifugation a été faite a 4000 tr/min pendant 20
min. Le surnageant obtenu apres la centrifugation a été utilisée pour la synthese des Ag NPs.
Une solution de nitrate d'argent 0,8 mM est préparée apres sa dissolution dans de I'eau distillée.
La solution préparée est ajoutée au surnageant V/V puis le mélange est incubé une nuit a 30°C

dans un agitateur orbital a 120 rpm (Fig. 5) (lravani et al., 2014 ; Ahmad et al., 2020).

1-Ensemencement de
LZeuconosroc auxr milieu
ATRS

3-Cenmifuzation a3 4000
tr/min pendant 20 min

4-Obeenation de 5-Le mélangze de semazeant S-Incubation 3 30°C
sumagean: apra: la avec la solurion d” AsNO3 pendant 22k
cenmifuszatnon

Figure 5 : Etape de biosynthése des nanoparticules.
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11.3.2.1. Purification des AgNPs
Apres la centrifugation de la solution d’AgNPs a 4000 tr/min pendant 20 min,
le culot obtenu a été nettoye avec de 1’eau distillé, puis la solution a été placée dans une
centrifugeuse a 3500 tr/min pendant 10 min (cette opération a été répété jusqu’a I’obtention
d’eau distillé pure), Apres la centrifugation, une petite quantité d’éthanol a été mélangé avec le

culot, ensuit le mélange séche a 1’étuve a 89°C (Annexe2) (Fani et al., 2018).

11.3.3. Etude de ’activité antibactérienne
Les AgNPs ont éte démontrés comme un biocide efficace contre une bactérie a large
spectre comprenant a la fois les Gram négatif et les Gram positif, dans notre travail on va étudier
I’activité des AgNPs contre différente souches bactériennes.-

11.3.3.1. Milieux de cultures utilisées
Un milieu de BN (Bouillon nutritif) est utilisé pour la dilution de la suspension
bactérienne des souches testées ; et un milieu de culture a été utilisé pour tester 1’action

d’AgNPs contre les souches décrites, il s’agit de milieu (Muller Hinton).

11.3.3.2. Souches bactériennes testées
Les souches testées sont : Salmonella enterica (ATCC6017), Staphylococcus
aureus (ATTC43300), Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027), Echerichea coli
(ATCC11229).

11.3.3.3. Caractéristique des souches testées
Les caractéristiques des bactéries pathogenes testé dans la présente étude sont

représentées dans le tableau suivant (Tab. 3).
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Tableau 3 : Caractéristique des bactéries pathogene testées

Bactéries

Image

Description général

Références

S. aureus

Photographie prise au microscope électronique
montrant la forme de coques des cellules de S.
aureus

S.enterica

*Est une bactérie a Gram positif.

*la taille est de~0,8um de diamétre.
*Disposé en « chaine de raisins » sous un microscope.
« IIs sont immobiles et ne produisent pas de spores

mais posséde une capsule.

*Capables de se multiplier en milieu ordinaire entre 10 et 42
°C, avec un optimum thermique a 37 °C et a un pH

compris entre 7,4 et 7,6.

« sont ubiquitaires et capables de vivre dans de

nombreux sites

*Responsable a des Infections cutanées,

Pneumonie, Endocardite

Edwards et Massey,
2011 ; Gardete et
Tomasz, 2014 ; Tawk,
2014 ; Daddi Oubekka,
2012.

Salmonell enterica sous microscope électronique a
balayage

o C’est un bacille a gram négatif.

» Mobile avec flagelle.

* la taille est compris entre 1,5 pm par 2,0-5,0 pm.

« Sa température optimale est 35-37°C.

*Elles sont des anaérobies facultatifs et ne fermentent pas
le lactose.

* Elles peuvent se développer jusqu’a une activité de
I’eau minimale de 0,94.

* Responsable de la gastro-

entérite, La bactériémie, la fievre

entérique L’état de porteur

asymptomatique.

Lamas et al., 2018 ;
Lang, 2016 ;
Cazals,2021.
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P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa sous microscope
électronique.

« Se présente sous la forme de bacilles a Gram négatif, non
sporulant.

*Une bactéries hétérotrophe la taille est de 1-5 um de long et
0.5-1.0 um de large.

* P. aeruginosa pousse bien a 37 °C, mais il peut survivre a
de larges températures allant de 4 a 42 °C.

«C'est un aérobie facultatif.

« Responsable de méningites et des ostéomyélites , des
infections intestinales, respiratoires, urinaires.

Diggle et Whiteley,
2020 ; Galdino et al.,
2017.

E. Coli

Escherichia coli sous Micrographies
électroniques a transmission

* Une bactérie Gram-négative.

« En forme de tige - non sporulant.

*La taille est de 2um a 3um de long sur 0.7um de large.

* Aéro-anaérobie facultatif.

» Température de croissance compris entrel5 a 45 °C, se
reproduisant en ~ 20 min.

* Responsable de Gastro-entérites et d’infections : urinaires,
péritonites, méningites, Pneumonies nosocomiales.

D’Silva et al., 2000

Jang et al., 2017 ;
Atacolodjou et al.,
2021.
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11.3.3.4 Méthode de diffusion sur milieu gélosé

Les nanoparticules dissoutes dans de I'eau distillée et stérilisées a 100°C
pendant 10 minutes ont été testées pour leur activité antimicrobienne par la méthode de diffusion
sur disque d’agar. Quatre souches bactériennes ont été utilisées comme souches indicatrices :
Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027), Escherichia coli (ATCC11229), Salmonnella enterica
(ATCC 6017) et Staphylococcus aureus (ATTC43300)
Cette méthode consiste a mettre en évidence une éventuelle activité antibactérienne d’AgNPs
en présence des germes testés. Des disques imbibés d‘environ 10 pl de I'échantillon de solution
d‘AgNPs et disposés sur une gélose inoculée avec les souches bactériennes. La diffusion
d’AgNPs dans la gélose permet de suivre I’inhibition et la croissance des germes qui se traduira

par une zone claire autour de disque dite zone d’inhibition (Zamanpou et al., 2021).

Les colonies de bactéries ont été prélevées directement de la gélose nutritive et mises en
suspension dans 9 ml de sérum physiologique stérile a 0,85%, puis nous avons ajusté la turbidité
de la suspension initiale en la comparant & 0,5 Mc Farland (Andrews et al., 2005). Des dilutions
au dixieme de la suspension initiale ont été en outre préparées dans une solution saline stérile a
0,85%. Des suspensions de cellules microbiennes ont été inoculées aux plaques de gélose Muller
Hinton. Des disques stériles de 6 mm de diamétre ont été imprégnés de 10ul de différentes
concentrations d’AgNPs (C1=10 mg/ml, C2=5 mg/ml, C3=2,5 mg/ml, C4= 1,25mg/ml,
C5=0,75 mg /ml, et C6 = 0,0,37 mg/ml.) ont été déposés a la surface des boites de pétrie
ensemencées par les souches a tester en les appuyant légérement a I’aide d’une pince stérile, les
boites sont ensuite fermées et mise & I’étuve a une température de 37°C pendant 24 heures
(Youssef et al., 2020).
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1-la gélose de MH stérile est 2-Faire tremper I'écouvillon dans  3-Faire frotter I’écouvillon sur
coulé dans des boites de pétri une suspension bactérienne la surface de la boite pétri

4- Disposition des disques stérile de 6 mm de diamétre trempés dans 10 ul de solution d’AgNPs
Figure 6 : les étapes de I’activités antibactérienne des nanoparticules d’argent.

11.3.4 Caractérisation des nanoparticules

Apreés la synthese verte des NP, la caractérisation est une étape importante pour
identifier les NP par leur forme, leur taille et leur surface. Une homogénéité de ces propriétés
est importante dans de nombreuses applications. A cet effet, diverses techniques de
caractérisation physico-chimiques ont été développés comme outils d'analyse. Les techniques
courantes de caractérisation des nanoparticules sont les suivantes : spectrophotométrie UV-
visible, microscopie électronique a balayage (MEB) et Fourier la spectroscopie infrarouge a
transformée (ATR-FTIR) (Madkour et al., 2018).

11.3.4.1 Spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (ATR-FTIR)
Il existe plusieurs techniques qui aident a déterminer la structure, la

composition, la taille et d'autres éléments de base caractéristiques des NP. Spectroscopie
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infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique basée sur la mesure de
I’absorption du rayonnement électromagnétique avec des longueurs d'onde dans la région de
I'infrarouge moyen (4000—400 cm—1). Si une molécule absorbe le rayonnement IR, le moment
dipolaire est en quelque sorte modifié et la molécule devient IR active. Un spectre enregistre
donne la position des bandes liées a la force et a la nature de liaisons et de groupes fonctionnels
spécifiques, fournissant ainsi des informations sur les structures moléculaires et les interactions.
(Blanco Andujar, 2014), L’analyse de (ATR-FTIR) des AgNPs synthétiser par les souches de
Leuconostoc a été étudié par Agilet Technologie (Cary 660 Séries FTIR Spectrometer).

11.3.4.2 Spectroscopie UV-visible

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 200 a 600 nm (UV). Lampe
au tungstene 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 1’échantillon ou la référence, puis un amplificateur permet de comparer
I’intensité en sortie par rapport a I’intensité d’émission (Wang et Ni, 2014 ; Muthusamy et
al., 2017). Dans cette expérience, les caractéristiques d’absorbance des suspensions de particule

ont été étudié par un spectrophotometre UV-Visible (Agilent technologie, Cary 100 UV-VIS).

11.3.4.3 Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (MEB) est une technique capable de
produire des images de la surface d’un échantillon en utilisant le principe des interactions
électrons matiere. Un faisceau d’électrons est focalisé sur la surface du matériau observe a
I’aide d’un jeu de lentilles électromagnétiques entrainant 1’émission d’¢électrons depuis le
matériau irradié. Un détecteur va capter ces électrons émis et retranscrire un signal modulé par
le nombre d’électrons recus depuis un point d’impact du faisceau. Pour former une image, le
faisceau va balayer une zone de 1’échantillon afin que les différents points d’impact forment
chacun un point de I’image obtenue (Muthusamy et al., 2017). La microscopie électronique a
balayage nous informe sur la morphologie de surface des films (babu Maddinedi et al., 2017).
Les images de microscopie électronique a balayage, présentées dans ce travail ont été realisées
au (PTAPC CRAPC) Ouargla avec un microscope de type ZEISS (EVO 15).
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Chapitre I11. Résultats et discussions
111.1. Biosynthese des nanoparticules d’argent

Le changement de couleur de jaune au brun foncé aprés 24 heure a 30°C est liee a la
synthese des AgNPs (Fig. 7). Dans la biosynthése des nanoparticules d'argent, la décoloration
de la solution explique la formation des nanoparticules d'argent par des enzymes, telles que le
nitrate réductase qui sécrétent par les bactéries et réduisent le nitrate d'argent en nanoparticules
et ce qui était en accord avec les études précedentes (Jabbar et Hussien, 2021). L'apparition
du brun foncé semble étre due a I'excitation de la résonance plasmonique de surface (RPS) des
NPs (Korbekandi et al., 2016).

Surnageant + AgNOs

Figure 7 : Le changement de couleur de la solution d’ AgNPs.

Ainsi, la formation de NP d'argent a été confirmée par analyse spectrale UV-Vis. (Singh et al.,
2014). L'observation visuelle du changement de couleur a été rapportée pour le surnageant de
Leuconostoc, ou une couleur jaune a brune foncé s'est formée en raison de la réduction des ions
argent en nanoparticules d'argent (Dhoondia et al., 2012). Cela appuie le fait que le changement
de couleur observé dans I'expérience peut étre considéré comme une indication de la formation
nanoparticules d'argent.
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Les méthodes basées sur la spectroscopie UV-Visible se sont révélés étre des techniques
efficaces pour I’analyse des nanoparticules. La figure 8 représente les spectres d'absorption UV-
visible des AgNPs produits par les souches de Leuconostoc LnC1, LnC2, LnC10. D’apres
la figure on observe des pics d'absorptions entre 410-450 nm pour les NPs biosynthétisées.
La présence d'un tel pic, attribué a la résonance plasmonique de surface suit a I'excitation
collective des électrons de conduction dans le métal (Rajesh et al., 2015). La formation
d’un pic d’absorption a 410 nm est rapportée auparavant comme confirmation de la formation
d’AgNPs (Jaffat et al., 2017).

[ Leuconostoc mesentroides subsp mesenteroides (Ln C1] [ Leuconostoc mesentroides subsp mesenteroides (Ln c2)|
Z 4

410 443

rabs

300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
A(nm) A(nm)

[ Leuconostoc gelidum (Ln C10)]

450

abs

Figure 8 : Spectres d'absorption UV-visible des AgNPs produits par les souches de
Leuconostoc LnC1, LnC2, LnC10.

Le principe de biosynthése des nanoparticules d'argent est un procédé de bioréduction. La voie
extracellulaire consiste en la synthese de nanoparticules médiées par des enzymes présentes sur
la membrane cellulaire ou des enzymes libérées dans le milieu de croissance sous forme
d’enzyme extracellulaire. Cependant, Le mécanisme exact de la biosynthése de nanoparticules
d'argent utilisant différentes sources microbiennes est inconnu. Ainsi, le mécanisme de
biosynthése propose est basé sur I’implication de différentes biomolécules telles que les amines,
amides, enzymes, co-enzymes, protéines, glucides, etc. présents dans les extrait
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biologiques pour la réduction d'ions métalliques de (Ag) a (Ago). Ainsi, e biomolécules actives
qui agissent principalement comme échafaudage en donner des électrons a un ion métallique
dans la biosynthese strictement dépend du type de source biologique utilisée. Les étapes de la
bioréduction des nanoparticules d'argent par les bactéries, comme le montre Figure 9 (Tehri
etal., 2022).

Solution

d’AgNO3

Membrane externe
Membrane interne

Electron

Enzyme extracellulaire O Nanoparticule d’argent

[ 1 Molécule d’eau
lons d’argent

. lon de nitrate

Figure 9 : Schéma représentatif de synthese des nanoparticules d'argent.
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111.1.1. Purification des nanoparticules d’argent

Les AgNPs résultant aprés sechage de la solution d’AgNPs dans I’étuve a 180°C
présentées dans la figure 10.

Figure 10 : La poudre des nanoparticules d’argent.

111.1.2. Rendement des nanoparticules synthétisées
A partir de la figure 11 on remarque que la quantité des nanoparticules synthétiser
a partir des ions Ag" (0,8mM) est importante. Cela est dii a la croissance rapide des
Leuconostoc et leur propriété métabolique qui caractérise les souches de Leuconostoc et

I’existence des enzymes qui participe a la biosynthése d’AgNPs (Fatma et Benmechernene,
2013).

1,2

Masse (g)

Ln C1 Ln C2 Ln C10

Nombre des bacteries

Figure 11 : La masse obtenu des AgNPs a partir des trois souches de Leuconostoc.
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111.2. Caractérisation des nanoparticules d’argent
I11.2.1. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (ATR-FTIR)
L’analyse spectroscopique ATR-FTIR est effectuée pour déterminer I’interaction
possible entre I'argent et les molécules bioactives qui sont responsables de la synthése et de la
stabilisation des nanoparticules d'argent. Les spectres ATR ont révélé que Les NPS d’argent
syntheétiseées a partir de des trois souches de Leuconostoc Ln C1, Ln C2, Ln C10 présentent des
pics a 3670, 3279, 2912, 2162, 1763,1643,1531, 1292 et 1053 cm™* (Fig. 12).

Alors que leur correspondant des vibrations d’élongation a été observées a 2912 et 3279 cm
et il est également connu que des interactions peuvent se produire soit par des groupes amino
libres ou des résidus de cystéine dans les protéines et par attraction électrostatique de charges
négatives de groupes carboxylate des enzymes. Les pics a 1762 et1727 cm™ correspondent aux
vibrations d'élongation du carbonyle dans les cétones (Imchen et al., 2022), les pics a
1531 cm ™ peut attribuent aux vibrations et élongation de N-O (Yanga et al., 2019), et le pic a
1292 cm™1 est attribué a C=0 des vibrations des acides carboxyliques (David et Moldovan,
2020). Ainsi, on observe un pic a 1053 cm™* peut correspondait a la vibration d'élongation C—
N des cétones (Chand et al., 2021 ; Liu et al., 2018) et le 1643 cm fait référence a la C-C
(Farrag et al., 2020).

Donc, les résultats d'analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (ATR-FTIR)
a confirmé la présence de groupe carbonyle résultant d'un résidu d'acide aminé et d'une protéine
peptidique qui peut se lier fortement au métal, de sorte que la protéine peut agir comme protéine
de coiffage des AgNPs qui empéche I'agglomération et stabilise les particules dans le milieu.
Cette preuve suggeére que les molécules biologiques sont responsables de la biotransformation
des ions argent en AgNPs et de sa stabilisation en milieu aqueux. C'est un caractére bien connu
de la protéine qu'il peut se lier aux AgNPs via un groupe amine libre et que la stabilisation des
AgNPs peut étre due a la protéine liée a la surface (Khalid et al., 2017).
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Figure 12 : Spectres infrarouges a transformée de Fourier des AgNPs biosynthétisés par
Leuconostoc.

111.2.2. Microscopie électronique a balayage (MEB)
L’analyse par Microscopie Electronique a Balayage (MEB)a montré que les

AgNPs synthétisées sont en grappes, agrégé et formées de particules sphériques Les images
MEB (Fig. 13) mettent en évidence la taille des particules (10-30 nm) d’AgNPs. Les résultats
obtenus sont similaires a celle de Imchen et al., (2022).

S - o
1 pm EHT = 20.00 kV c |
| WD = 5.43 mm Signal A= SE1 Mag= 20.00KX CRAP ]

Figure 13 : Images MEB d'AgNPs synthetisés par la souche Leuconostoc gelidum.

111.3. Activité antibactérienne

L'activité antimicrobienne des nanoparticules (AgNPs) synthétiser par les souches
Leuconostoc mesentroides subsp mesenteroides (Ln C1, Ln C2) et Leuconostoc gelidum (Ln
C10) a été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose. Le teste a été réalisés contre des
bactéries Gram-négatives et Gram- positives : Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027),
Escherichia coli (ATCC11229), Salmonnella enterica (ATCC 6017) et Staphylococcus aureus
(ATTC43300). Les inoculums ont été preparés dans un bouillon Nutritif (BN), a partir
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de cultures jeunes de bactérie (24h). Des boites de gélose MH ont été inoculées par
écouvillonnage. Six disques de papier filtre stériles ont été placés sur chaque boite. Sur le papier
filtre, 10 pl de chaque nanoparticule ont été versés. Les boites de pétri ont été incubées 24 h a
37 °C. Par la suite, les zones d'inhibition ont été mesurées.

Les résultats sont affichés dans la figure 14, 15 et 16 et des différences significatives ont été
trouvées pour les diameétres de la zone d'inhibition (Tab. 4). Les concentrations des AgNPs
tester sont : C :10 mg/ml, C1:5 mg/ml, C2: 2,5 mg/ml, C3:1,25 mg/ml, C4: 0,75 mg/l et
C5:0,37 mg/ml.

Nous pouvons clairement voir que les AgNPs synthétisés par les trois souches de Leuconostoc
Ln C1, Ln C2, Ln C10 ont montré une zone d'inhibition importante contre Pseudomonas
aeruginosa (25mm, 18mm et 16mm), suivi de Salmonella enterica (22mm, 18mm et 19mm) et
Escherichea coli (19mm, 13mm et 17mm) (voir la Fig. 17, 18 et 19 et 20). Cela pourrait étre
dd a la construction unique de la paroi cellulaire des bactéries Gram-négatives qui differe de
celle des bactéries Gram-positives ce qui était en accord avec les études de Ghiuta et al. (Ghiuta
et al., 2018). Ainsi, selon les résultats de I’analyse graphique on remarque que les AgNPs
présentent des zones d’inhibition importantes pour la souche LnC1 (Fig. 14) mais faible zone
d’inhibition pour la souche LnC2 et LnC10 (Fig. 15 et 16) contre la bactérie Staphylococcus
aureus (18mm, 16mm, 15mm). Des résultats proches ont également été rapportés par Palithya

et al. (Palithya et al., 2021) contre les Grams positifs.

D’aprés les résultats, ’activité antibactérienne est remarquablement plus importante pour les
bacteries a Gram négative. Les bactéries a Gram-négatives ont une membrane cytoplasmique,
une fine couche de peptidoglycane, une membrane externe contenant des lipo-polysaccharide
et un espace périplasmique ou périplasme contenant un réseau lache de chaines de
peptidoglycane connu sous le nom de peptidoglycane. La couche entre la membrane
cytoplasmique et la membrane externe permet facilement la pénétration des AgNPs (Loo et al.,
2018).
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Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides (LnC1) S,enterica
S,aureus
P,aeruginosa
E,coli
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D(10) D1(5) D25 D3(1,25) D475 D5(0,37ul)
C(mg/ml)

Figure 14 : Analyse graphique de l'activité antimicrobienne des AgNPs synthétiser par la
souche LnC1 contre les bactéries (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. enterica).

Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides (LnC2)

S,enterica
S,aureus
P,aeruginosa
E,coli

20|

15|

€
E 4
N
5
o

D (10) D1 (5) D2 (2,5) D3(1,25) D4(0,75) D5(0,37)
C(mg/ml)

Figure 15 : Analyse graphique de I'activité antimicrobienne des AgNPs synthétiser par la

souche LnC2 contre les bactéries (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. enterica).
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S,enterica
S,aureus
P,aeruginosa
E,coli

25
Leuconostoc gelidum (LnC10)
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Figure 16: Analyse graphique de l'activité antimicrobienne des AgNPs synthétiser par la
souche LnC1 contre les bactéries (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. enterica).

Salmonella enterica C10 __

L C10 contre Escherichea coli Pt

Figure 18 : L’activité antimicrobienne d’ AgNPs synthétiser contre Escherichia coli.

35



Chapitre 111 Résultats et discussions

n CI contre Psendomonas acruginosa

Figure 19 : L’activité antimicrobienne d’ AgNPs synthétiser contre la bactérie Pseudomonas
aeruginosa.

L1 C1 contre Staphylococens aurens

Figure 20 : L’activité antimicrobienne d’ AgNPs synthétiser contre Staphylococcus aureus.

Tableau 4 : Les zone d'inhibition des AgNPs produites par les souches LnC1, LnC2, LnC10
contre les bactéries (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. enterica).

Z1 (mm)
Bactérie LnCl LnC2 LnClO
D |Dl1 | D2 | D3 |D4 (D5 (|D |D1|D2]| D3 D4 | D5 | D D D2 | D3 | D4 | D5

A 20122 |17 |14 |12 |9 | 18|17 |15 |14 |13 |0 |21] 2020 |19 |17 | 16
B 15117 |18 |17 |15 |15 |14 |16 |15 |14 |13 |12 |13 | 15|12 | 15 | 15 | 12
C 25|16 |16 |15 |11 |8 | 20|18 |17 |17 |16 |14 | 15|16 |15 |14 | 15 |0
D 17116 |19 |13 |10 [0 |13]12 | 12 éz' 121 11 |18 17|15 |16 |13 | 12

A : Salmonnella enterica.
B : Staphylococcus aureus.
C: Pseudomonas aeruginosa.

D: Escherichia coli.
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111.3.1. Mode d’action des AgNPs

Le mécanisme exact des effets antibactériens des nanoparticules d'argent reste
inconnu, diverses actions antibactériennes ont été proposées (Fig. 21). De plus, les
nanoparticules d’argent se fixe non seulement sur les membranes cellulaires, mais pénétre
également les bactéries. Une fois que I’argent est & I’intérieur des cellules, il se lie a la paroi
cellulaire et a la membrane et inhibe le processus de respiration (Javed at al., 2021). Dans le
cas d’E. coli, I’absorption de phosphate et la libération de mannitol, de succinate, de proline et
de glutamine sont inhibées par la présence d’argent. Par conséquence, les nanoparticules
d’argent peuvent étre utilisées comme inhibiteur de croissance efficace dans divers
microorganismes et elles sont applicables a différent systémes de contrble antibactériens
(Saravanan et al., 2020).

Les nanoparticules d'argent peuvent continuellement libérer des ions d'argent, ce qui peut étre
considéré comme le mécanisme de destruction des microbes (Bapat et al., 2018). En raison de
I'attraction électrostatique et affinité pour les protéines soufrées, les ions d'argent peuvent
adhérer a la paroi cellulaire et a la membrane cytoplasmique. Les ions adhérant peuvent
améliorer la perméabilité de la membrane cytoplasmique et entrainer une perturbation de
I'enveloppe bactérienne (Khorrami et al., 2018). Apreés I'absorption d'ions d'argent libres dans
les cellules, les enzymes respiratoires peuvent étre désactivées, générant des especes réactives
de l'oxygéne et interrompant la production d'adénosine triphosphate (Ramkumar et al., 2017)
Les espéces réactives de I'oxygéne (ERO) peut étre un agent principal qui provoquant la rupture
de la membrane cellulaire et de la modification de I'acide désoxyribonucléique (ADN). Comme
le soufre et le phosphore sont des composants importants de I'ADN, l'interaction des ions argent
avec le soufre et le phosphore de I'ADN peut causer des problémes de réplication de I'ADN, de
reproduction cellulaire ou méme entrainer l'arrét des micro-organismes. De plus, les ions
d'argent peuvent inhiber la synthése des protéines en dénaturant les ribosomes dans le

cytoplasme (Duréan et al., 2016).
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4/ Perturbation de la membrane par les espéces

6/ Dénaturation 1 /FPerturbation de la paroi réactives de l'oxygéne

del b cellulaire et MP i ; r
£ membrane 3/ Interruption de la production d’ATP
par I’ AgNPs

=

4 Denaturation des xibosomes ‘ 5/ Interférence de la réplication de I'ADN
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7/ Perforation de la membrane par I' AgNPs

Figure 21 : Schéma représentatif de 1’action antibactérienne des nanoparticules d'argent
(AgNPs).
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Conclusion

Ce travail a visé la biosynthése des nanoparticules d‘argent et 1°étude de leur
activité antibactérienne a partir des souches bactériennes Leuconostoc autochtone.

Dans ce travail, nous avons synthétisé avec succes des nanoparticules d’argent, les
échantillons ont éte élaborés par la méthode biologique a partir le surnageant de culture des
trois bactéries Leuconostoc Mesenteeroides subsp mesenteroides(Ln C1, LnC2) et
Leuconostoc gelidum (Ln C 10). Cette e méthode est simple, non couteuse et facile & mettre
en ceuvre. La présente étude indique que les nanoparticules d'argent obtenues sont tres

stables.

Le changement de couleur a été confirmée par spectroscopie UV-Visible avec des
absorbances a 410 ,443 et 450 nm, et le spectre ATR- FTIR a révélé présenté des pics entre
1053 et 3670 cm ™.

La structure des AgNPs en utilisant la microscope éléctronique a balayage, a indiqué des
formes sphériques d’une taille de 10 a 30 nm.

Toutes ces techniques de caractérisation nous permettent d'analyser, les propriétés

optiques, la morphologie et la qualité de nanoparticules.

Les NPs synthétisées ont montré une puissante activité antibactérienne vis-a-vis quatre
souches bactériennes pathogénes : Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli, avec des résultats remarquables ou les zones d’inhibitions

variant entre 15,3 et 25 mm.

Enfin, Les résultats de ces études ont démontré que les bactéries Leuconostoc
Mesenteeroides subsp mesenteroides, Leuconostoc gelidum en présence d’AgNOs sont des
bioressources rentables et n'implique pas I'utilisation de produits chimiques toxiques pour la

synthese des nanoparticules d'argent.
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PERCEPECTIVE

e Déterminer le mécanisme exact de biosynthése des nanoparticules d’Ag.
e Tester 1‘activité antimicrobienne sur d‘autres microorganismes comme les virus et

les champignons.

e Biosynthése d’autres nanoparticules par I’utilisation des autres métaux tels
que ZnCly, SnClz, CuSOs,...

e Utiliser d’autres types de caractérisation tels que DRX, EDX ...
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Annexel
Milieux de cultures
Milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960)

Extrait de levure
Extrait de viande
Poly peptone
Citrate de sodium
Acétate de sodium
Glucose
KH2PO4
MgSO4

MnSO4
Agar-agar

Eau distillée

PH 6.8 Autoclavage 120°C/ 20 minutes

BN Bouillon nutritif
BN
Glucose
Eau distillé

Milieu Mueller-Hinton
MH déshydratée

Eau distillé
PH 7.4 Autoclavage 120°C/ 20 minutes

Solution d’AgNO3 0.8mM

Eau distillé
AgNO:3

59
109
109

29
5¢
20g
29
0.25¢9
0.05¢
159
1000ml

08¢
109

1000ml

389
1000ml

1000 ml
0.016 g



Annexe 2

1/Ensemencement sur bouillon MRS

3/ I'apparition d"un trouble dans le
milieu de culture

2/ Incubation 2 30°C pendant 24 h

3/Ensemencement sur milieu MRS
solide

4/ Incubation a 30°C pendant 24h

Etape de revivification des souches




2-12 culot obtanu 2:t nattova 3-la zolution 23t placas danz la
avac I'a2zu diztillse centrifugsuzs pendamt 10 min
4- una patits quantité d’adancl a 5-Les AZNPs sont sechaes sous formeade
5$ méalanzs au culot cbenu poudrs

Etape de séchage des nanoparticules

Annexe 3
Annexe 02 : Matériels

*Flacon en verre

* Bec benzéne

« Eprouvette graduée
* Becher en verre

* Erlenmeyer en verre

* Micropipette



*Pipette
*Spatule
*Tube en verre
*Boite de pétri
Annexe 4
Appareillage

Microscope électronique a balayage UV Visible

Spectroscopie infrarouge a transformée Centrifugeuse
de Fourier (FTIR)



Balance tres haute précision agitateur magnétique

Incubateur bactériologique

Incubateur sous agitation



Biosynthése des nanoparticules par les souches Leuconostoc autochtones
Résumé

L'utilisation des micro-organismes comme les bactéries dans la synthése de nanoparticules
apparait comme une approche éco-responsable et une alternative a la méthode chimique.
Notre objectif dans cette étude est la biosynthese des nanoparticules d'argent (AgNPs) a
partir des souches bactériennes Leuconostoc autochtone et d’évaluer Iactivité
antibactérienne de ces nanoparticules. La synthese des AgNPs a été initialement observée
par un changement de couleur du jaune verdatre au brun qui a été confirmé par
spectroscopie UV-visible.

Les nanoparticules d'argent ont été davantage caractérisees a l'aide de la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (ATR-FTIR) et d’analyse au microscope électronique a
balayage (MEB). Les AgNP synthétisés par Ln C1, Ln C2, Ln C10 se sont avérés avoir une
activité antibactérienne contre quatre bactéries pathogénes testées avec des zones d'inhibition
importante.

Mots clés : Nanoparticules d’argent, Activité antibactérienne, biosynthese, Leuconostoc
Mesenteeroides

subsp mesenteroides, Leuconostoc gelidum.

Biosynthesis of nanoparticles by Leuconostoc strains indigenous
Abstract

The use of microorganisms such as bacteria in the synthesis of nanoparticles appears as
an eco- responsible approach and an alternative to the chemical method. Our objective in
this study is the biosynthesis of silver nanoparticles (AgNPs) from native Leuconostoc
bacterial strains and to evaluate the antibacterial activity of these nanoparticles. The
synthesis of AgNPs was initially observed by a color change from greenish yellow to brown,
which was confirmed by UV-visible spectroscopy.

Silver nanoparticles were further characterized using Fourier transform infrared spectroscopy
(ATR- FTIR) and scanning electron microscope (SEM) analysis. AgNPs synthesized by Ln C1,
Ln C2, Ln C10 were found to have antibacterial activity against four pathogenic bacteria tested
with significant zones of inhibition.

Keywords: Silver nanoparticles, Antibacterial activity, biosynthesis, Leuconostoc
Mesenteeroides subsp mesenteroides, Leuconostoc gelidum.
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