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Introduction générale

Les nanotechnologies constituent un champ de relcbeet de développement
technologique impliquant la fabrication de struesjrde dispositifs et de systemes de taille
nanomeétriques, recélant un potentiel considéradates divers secteurs

La synthese des nanoparticules métalliques faijdtode nombreux travaux de
recherche en raison de leurs excellentes propragitiques et électroniques. En particulier,
les nanoparticules d’argent présentent un intéréteun, d0 entre autres, a leurs effets
antibactériens. La syntheése de ces matériaux efiséé par des méthodes physiques ou
chimiques, lesquelles sont souvent colteuses eplopmes a mettre en place et surtout
nuisible a I'environnement. Afin d’y remédier, deforts ont été fournis afin d’'améliorer ces
méthodes et d’en développer d’autres, notammern¢ ecgl’'on qualifie de verte appelée
biosynthése a laquelle nous nous sommes intéragsésurs de ce travail.

Nous avons alors adopté cette méthode pour obtbsr nanomatériaux a base
d’argent en faisant subir un traitement thermiquenamélange d’extrait d’ortie et de sel
d’argent (AgSOy).

Nous avons réparties notre manuscrit en deux cleapitel® chapitre est consacré a
une introduction sur les nanotechnologies et leos@ences, les méthodes d’élaboration et
de caractérisations des nanomatériaux ainsi qus f@otentiels d’applications dans divers
domaines, tout en abordant leurs probable toxiii®ves quelques études épidémiologiques
réalisées. A la fin de ce chapitre, nous donnerons description de l'ortie et plus
particuliérement l'ortie utilisée, c'est a dire inat dioica. Dans 1€°™ chapitre nous nous
somme basé essentiellement sur la partie expérheenti nous avons adopter un protocole
expérimental, permettant d’atteindre I'objectifigag qui n’est autre que la biosynthése de
nanomatériau d’argent a partir d'un extrait urtdiaica mélangée avec le sel d’argent en
faisant varier quelques parameétres expérimentaansDle cas ou la biosynthése est

fructueuse, nous allons alors évaluer l'activit@dgiqgue des nanomatériaux obtenus.

Ce manuscrit est finalisé par une conclusion géaétades perspectives.
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l. Introduction et définition

Les nanotechnologies et les nanosciences, au dengel de développement, sont
apparus ces dernieres anneées, grace a la misearaudeaouvelles techniques permettant de
concevoir et étudier des matériaux a I'échelle nadtaque. Cependant, il est difficile de
définir ces nouveaux domaines, tant les découvettéss avancées technologiques vont bon
train. Cependant, nous allons tenter de donnedes$sous, quelques concepts majeurs
permettant de cerner ces domaines [1].

Les Nanosciencessont les sciences qui visent a étudier et a cordpedas propriétés
de la matiere a I'échelle de l'atome et de la mak&c Alors que, leur assemblage,
caractérisation et manipulation, fait I'objet desnd¥technologies [1].

I-1. Nanomatériaux
Ce sont des matériaux dont une, deux ou trois diloea externes se situent a
I'échelle nanométrique, c’est-a-dire approximatiestentre 1 et 100 nm.
+ Si les trois dimensions externes se situent adkemanométrique, on parle de
nanoparticules
+ Pour deux dimensions externes situées a I'échelfmmétrique, on parle de
nano-fibres, nano-tubes, nano-filaments ou nano-béannets
+ Enfin pour une dimension externe située a I'’échedeométrique, on parle

plutét denano-feuillets, nano-plats et nano-plaquettef].

I-2. Matériaux nanostructures
Ce sont des matériaux qui possedent une strugiteme, ou de surface, a I'échelle
nanometrique, parmi ces matériaux on peut citeradglomeérats de nano-objets, les nano-

compositeset enfin legnatériaux nano-poreux|[2].

Ouvrant indubitablement des perspectives tres pitenses, les nanomatériaux se sont
déja immiscés dans notre environnement quotidiéffiéients secteurs d’activité utilisent ou
projet d’utiliser les nanomatériaux pour diversppl@ations, dont les plus importantes sont

présentes dans le tableau I.1 ci-dessous :
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II. Domaines d’application

Tableau. 1.1 : Exemples d’application des nanomatéaux selon le domaine

Secteurs d’activité

Exemples d’applications actuelles et envisagées

Automobile aéronautique

et espaces

Peinture extérieure avec effets de couleurs plillarte,
matériaux renforcés et plus légers, capteurs ogdin
les performances des moteurs, détecteur de gladess
ailles des avions, additifs pour diesel permetiame

meilleur combustion.

Chimie et matériaux

Pigment, poudre céramique, inhibiteur de corrosion,

textiles et revétements antibactériennes et u

résistants.

Pharmacie, biomédical, et

Biotechnologies

Médicaments et agents actifs, médicaments dél

Itra-

VIés

localement dans un organe donné, surfaces

biocompatibles avec les implants, vaccins oraux,

membranes pour dialyse, capteurs multifonctionr
analyses d’ADN, nano-vecteur pour le transfert

genes, propriétés antibactériennes et antifongiques

Cosmétique

Cremes solaires transparentes, maquillages

notamment rouge a lévres avec une meilleure tenue

Energie

Matériau isolant plus efficace, nouveaux types
batteries, fenétres intelligentes, cellules pholtavgues

de nouvelle génération.

Environnement et écologie

els,

des

et

de

Diminution des émissions de dioxyde de carbone,

analyseurs chimiques spécifiques, couche non tex

fonctionnelle pour des capteurs utilisés dans

dépollution environnementale, production d’eau aultr

pure a partir de I'eau de mer.

iqu
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lI-1.Activité antibactérienne des nanomatériaux

Parmi les applications potentielles citées ci-dests propriétés antibactériennes a
'usage médicamenteux présentent un intérét cepiair la santé publique. En effet, le
meésusage des antibiotiques les rend de moins ensnediicaces, par rapport aux souches
bactériennes de plus en plus résistantes. Cectittensin probleme de santé a I'échelle
mondiale. Il est alors apparut I'idée d’exploites hanoparticules, notamment a base d’argent,
pour remplacer ces meédicaments ou bien d'en augmdiwefficacité, par synergie. Les

meéthodes permettant de les évaluées sont présentessous [3].

[I-2. Evaluation de I'effet bactériostatique et batéricide

L’activité d’'une ou plusieurs molécules d’originatarelle ou synthétique, a trés faible
concentration, dont 'effet est d’inhiber le dévgbement d’'une ou plusieurs bactéries est
appelé effet bactériostatique, alors que celuilgsitue est appelé effet bactéricide. Avant
d’évaluer ces effets avec une méthode, dont lescipales sont citées ci-dessous, il est

indispensable de choisir le ou les souches bant&gea tester.

» La méthode de dilution: Cette méthode est souvent utilisée pour détermimer
concentration minimale inhibitrice [4].

» La méthode de disque:Elle sert principalement a réaliser I'antibiogrammea-d.
tester la sensibilité d'une souche bactérienn@-wis- d'un ou plusieurs antibiotiques
[5]. Dans notre cas, nous allons tester les naremmaak a base d’argent, si leurs
préparations sont fructueuses. La réalisation dgpme de test se fait selon les étapes
successives suivantes :

a. Préparation de la culture jeune (pré-culture baatée)
b. Préparation des suspensions bactériennes

c. Tests de I'activité antibactérienne en réalisags&ais différents.

Malgré leurs effets pouvant étre bénéfiques pouisnid n’en demeure pas moins que
ces matériaux sont controversés quant a leurs umégc pour la santé humaine et sur
'environnement, mais sans en apporter des élénadussifs. En effet, il existe peu de
données épidémiologiques, dont quelques-unes teatls mettre en cause, sont citées ci-

apres.
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lll. Risques liés aux nanomatériaux

La dangerosité de ces matériaux est principalerntiéat a leurs tailles, pouvant
pénétrer dans I'organisme avec une plus au mogusdgr facilité et ce par différentes voies :
respiratoire, cutané et digestive. En plus, desl@ossibles toxicités intrinseques, certains
nanomatériaux peuvent étre des vecteurs pour gegesod origine environnementale.

> Dans son rapport intitulé « Evaluation des risdiéssaux nanomatériaux » publié
en mai 2014, I'’Anses a mis en évidence les effessninoparticules sur la santé
humaine: effets cancérogenes, retards de croissi@scanomalies ou mal
formations, des troubles neurologiques, des phénesn@immunosuppression
des réactions d'hypersensibilité et d'allergie. [6]

» Des études suggerent que les nanoparticules imdudigerses pathologies:
bronchite chronique, fibrose pulmonaire, cancer pwmon, troubles cardio-
vasculaires et maladies neurodégénératives [7].

» En ce qui concerne le contacte avec la peau (sslvpasticides, cremes) I'étude
menée sur des souris indique que I'oxyde de tifadairait des dommages au
niveau des chromosomes et des ruptures des bABNJ’ pouvant augmenter le

risque de développer un cancer [8].

Ces matériaux peuvent aussi entrainer des efféstag sur I'environnement, pouvant avoir,
notamment, un effet antimicrobien sur ceux présgntae utilité pour les organismes vivants,

dont I'Homme [9].

Mise a part les effets qu’ils peuvent engendres, lanomatériaux sont susceptibles d'étre
utilisés dans tous les domaines susceptibles de Fabjet d'applications industrielles. lls

véhiculent de grands espoirs en matiere d'améloraies techniques médicales, d'économies
d'énergie, d'armement, mais également au quotidéas les textiles, les cosmétiques ou

'automobile.

IV. Caractérisation des nanomatériaux

Plusieurs techniques sont utilisées telles que :
IV-1. Diffraction des rayons X (DRX)

L'application principale de l'analyse par diffractiX permet d’identifier un composé
pur ou bien une solution solide, dont la structdcét étre au moins semi-cristalline, en

évaluant les parametres cristallographiques.



Chapitre | Etude biblioghaque

IV-2. Microscopie électronique a balayage (MEB)

C’est une technigque couramment utilisée, car laipudation de ce type d’appareillage
est assez triviale, dont la résolution reste assmme, variant entre 1 a 7 nm. Outre
'observation de la microstructure, elle permeidehtifier la composition chimique a
I'échelle locale et méme globale de I'échantillona I'analyseurEDX, incorporé dans
I'appareil.

IV-3. Microscopie électronique a transmission (MET)

C’est une technique trés performante pour I'étudss dnatériaux a I'échelle
nanometrique, dont la résolution est bien meilleyre celle du MEB, se situant entre 0.1 et
1 nm. Cependant sa manipulation reste délicate.d&fmet de déterminer la morphologie, la
taille et de caractériser la cristallinité de I'aakillon.

La différence entre DRX et MET c’est la taille
IV-4. Spectroscopie infrarouge a transformée de Faier (IRTF)

Cette technigue spectroscopique est tres utilisée garactériser les molécules. Elle
est basée sur I'absorption d’'un rayonnement infrgeo lequel se traduit par des vibrations
caractéristiques des liaisons chimiques, permetiadentifier la structure développée de

I'’échantillon étudié.

IV-5. Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie UV-visible est la plus facile attneeen ceuvre et permet, entre
autres, de fournir des informations sur la présemed’absence du groupe fonctionnelle
insaturé et estimer la concentration d’un comp@&hendant, ce n’est pas une méthode de
caractérisation de choix. Elle est basée sur lpr@@ des molécules a absorber des radiations
lumineuses a une longueur d’'onde donnée, alladibduaine du visible vers le domaine Ultra
Violet.

V. Méthodes de fabrication des nanomatériaux
V-1. Approches utilisées
Les nanomatériaux sont élaborés selon deux apm alifiérentes:
a) L’approche «ascendante» bottom-up, consiste a assembler des composants
élémentaires (atomes, molécules, agrégats) pourigfey des structures plus

complexes.
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b) L’approche «descendante»top-down, consiste a miniaturiser des objets déja
existants de taille micro ou macrométrique pourrapprocher des dimensions

nanomeétriques [1].

Quelgue soit 'approche adoptée les méthodes diésses sont subdivisées en deux grandes

catégories :

V-2.Méthodes de synthése utilisées
V-2-1. Physique

Elle regroupe plusieurs méthodes telles que :derlpulsé, utilisée dans la synthese
des nanoparticules d’argent, le Ablation laserPyaolyse laser, Plasma par arc électrjque
implantation ionique et le dépbt physique en phameeur (PVD). Cette derniére offre la

simplicité mais ne favorise pas le contréle delbet et la forme [1].

V-2-2. Chimique

Les techniques de fabrication par voie chimiquepdes couramment utilisées sont
sol-gel agueux et non aqueux, Les micelles inver®de permet un meilleur contréle de la
taille et de la forme), la Précipitation, la Co-gipétation [1]
Mise appart ces méthodes il existe d’autre tel :glaephotochimie, microonde, radiation

d’électron et la radiation UV — visible

Les méthodes de synthése décrites jusque-la, saseza laborieuses et
économiquement colteuses. De plus, elles sont eoute pollutions environnementales
considérables. Comme alternatives écologiquesgatareconomiques, d’autres méthodes ont
vu le jour telle que la biosynthése, utilisant deganismes vivants appartenant a la faune et la

flore : les bactéries, les virus, des plantes stsieis-plantes ou bien encore leurs extraits.

V-2-3. Biosynthese
Dans ce travail, nous nous sommes intéresséseaamgitoche, en utilisant un extrait

d’ortie, dans le but d’obtenir des nanomatérialpase d’argent.

VI. Généralités sur l'ortie
Cette plante fait partie des plantes nitrophilea-d. besoin d’azote. Elle aime tous les

sols, surtout ceux contenant des matieres orgasifaiehes. On les rencontre dans les haies,
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les chemins, les coupes des bois, dans les chaepsrties sont subdivisées en deux grandes

familles: leslamiacéeset lesUrticacées[9].

VI-1. Famille des lamiacées

D’autant, cette famille porte le nom de labiéesle€lsont dépourvues de poils
urticants et comportent de belles et grandes fldardifférentes couleurs (blanches, jaunes,
rouges, roses ou bleues), selon I'espéce. La pldfertre elles sont «aromatiques» avec une
odeur vraiment répugnante et fétide, a I'exceptierta lavande, romarin, mélisse et le basilic,
appartenant toutes a cette famille.

Au cours de ce travail, nous nous sommes plutétéssés a la famille des urticacées,

présentées ci-dessous.

VI-2. Famille des urticacées

Le fait de toucher l'ortie provoque des brlluregies irritations de la peau, d'ou le
nom d’origine latine « urticaire » signifiant «celfui brdle». Cette famille comporte 1000
especes vivantes dans des régions plutoét chauoless|adtaille varie de quelques centimétres
jusqu'a une vingtaine de metres. Parmi toutes $peces d’ortie, nous avons choisi de
travailler avec l'ortiedioica(Figure. 1.9, portant des feuilles opposées vertes sombres &forte

dents triangulaires.

Figure. I. 1 : Urtica dioica

VI-2-1.Usage des urticacées

En plus de sa forte valeur nutritive (voir anneXel’drtie fait 'objet de nombreuses

applications en phytothérapie et elle est notammeatmmandée pour :
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- Traiter 'eczéma, l'arthrite, 'anémie, les alleegi I'asthmejes hémorroides, anti-
diarrhéiqueles piglres d’insectes et stimulent la montée ide la

- Arréter les saignements de nez ou des plaies.

- La racine d’ortie, bouillie dans du vinaigre, cong un excellent tonique du cuir

chevelu, contre la chute des cheveux et les pdhkcu

- L'ortie est utilisée traditionnellement dansstzciété Kabyle, pour lutter contre I'asthénie et
comme reminéralisant, compte tenu de sa forte teareahlorophylle, minéraux et vitamines.

- L'ortie séchée est un fourrage de premiere quelités anciens récoltaient les orties pour
les donner, aux vaches, et aux volailles.

- Elle est aussi utilisée pour I'alimentation haine.

- Les jeunes feuilles d’orties peuvent étre consémsren salade, en soupe, en purée et en
légumes comme les épinards

- Il semble que les plantes qui poussent dans leinage de l'ortie dioique sont plus
résistantes aux insectes. Elle favorise la crossae certaines plantes comme la menthe et
les tomates

- utilisée dans l'agriculture

VII. Conclusion

Les nanotechnologies constituent un champ de relobgra fort potentiel de
développements, dont la fabrication constitue pétaruciale, tant pour la pollution qu’elle
peut engendrer, que par son colt économique. Qouwet ses inconvénients dans les
méthodes physiques et chimiques actuellementégsisalors que la biosynthése peut en étre
dépourvue. Nous avons alors adopté cette voie,tdéisant un extrait d’ortie dioica en
présence d’'un sel d’argent, pour explorer la pdgsild’obtenir des nanomatériaux, ce qui

constitue le but ultime de ce travalil.
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. Introduction

Le but de ce travail est I'obtention des nanomatéria base d’argent a I'aide d’'un
extrait d’ortie. Comme premier objectif, il s’agiéls pour nous de mettre en évidence
I'existence d’'une éventuelle réaction entre cesxaéactifs, nous avons alors préparé I'extrait
d’ortie en adoptant un protocole suivant puis mgdaa un sel d’argent, le mélange ainsi
formé a subi un traitement thermique, dont la caugeété appréhender. Un changement de ce
parametre, pourrait résulter d’'une réaction, cejugtifierait ainsi I'utilisation de techniques
de caractérisations proprement dits pour confiroette réaction, d’'une part, et d’autre part,
voir si elle s’accompagne de la formation d’'un matéa base d’argent.

Avant d’exposer les résultats obtenus nous allpitigliement vous présenter le mode

opératoire choisi pour préparer I'extrait d’ortie.

II. Préparation des réactifs
[I-1. Préparation de I'extrait d’ortie

Notre premier réactif est un extrait a base d'oftiguelle a été récoltée au lieu dit
Zoubga, situé dans la commune d’llliiten, en grakdbéylie. Cette plante a subie différentes

étapes dans le but d’obtenir un extrait (figuré)Ll-
-

Séchage

Ex\('\“d\‘f 3

d 'Dr“f‘\?—/ :

Filtrations Extrait d’ortie

Figure . 1. 1: Protocole adopté pour préparer I'extrait d’ortie
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Concérant le séchage il a pour but de faire de spre cette expérimentation soit
reproductible
En plus de cet extrait, nous avons aussi prépaéaolution mére de sel d’argent.
[I-2. Préparation de la solution mere d’AgSO,
Une solution mére d’AgOs de concentration Tdmol/L a été préparée et utilisée tout
au long de cette étude.
Une fois les deux réactifs sont a notre dispositimus les avons alors mélangé, dont

les conditions expérimentales sont exposés ci-desso

lll. Parameétres expérimentaux explorables dans leas d’'une biosynthése

La biosynthése est réalisée en variant plusiemanpetres expérimentaux, tels que la
meéthode d’extraction (chauffage, aspiration...Jjngérature du traitement thermique et sa
durée, la proportion des deux réactifs et I'ajoadditifs dans le milieu, le pH et la vitesse
d’agitation...

Dans notre cas, nous avons choisi de faire vadetempérature du traitement
thermique d’'un mélange de 1 mL de sel d’argent +nil0 de I'extrait d’ortie, dont la
composition est gardée constante toute au long eletravail. Les résultats sont

progressivement exposés et discutés lors des pattieantes.

llI-1. Mélange traité a différentes températures

Nous avons préparé 4 béchers, contenant chacunélange d’extrait d’ortie et de
sulfate d’argent. Chacun d’entre eux a été cowagt du papier aluminium et traité pendant
1 heure de temps en lui imposant une températumeégochoisie parmi la liste ci-contre : 20,
40, 60 et 80 °C.
Nous notons que pour travailler a 20 °c, nous awhaaffé puis ajouté de la glace dans le
cristallisoir a fin de baisser la température ehkintenir a 20 °c
[1I-1-1. Couleurs des solutions apres le traitementhermique

Les couleurs de la solution du mélange et cellesemiées apres le traitement

thermique en imposant une température donnéeragrupées dans le tableau II-1.
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Tableau. Il. 1 : Couleurs du mélange:
Avantet aprés le traitement thermique (20, 40, 60 eCR

Sl —cAp
o) =

Le mélange a

) Apres 1h é20°c Apres 1h &0°c Apres 1h é60°c Aprés 1h 80°c
t=ambiante

Avant le traitement thermique le mélange présent aouleur vert clair. Alors qu
celle-cichange apres le traitement thermique, et ce que soit la température adoptée, ¢
la couleur reste stable méme apres 7 jours de n@igm figure. 1l. 2). De plus, nous avor
constaté que plus la température augmente, pkaludion devient fonce et elle passe d’ur
couleur vert olive vers une couleur marron clauwésgoncée, lorsque elle subit un traitem
a 20, 60 et & 80°C, respectivem:

Figure. Il. 2 : Couleursdu mélange apres 7 jours de conservation aprésnrant thermiqu
réalisé a une température don(20°C, 40°C, 60°C et 80°(

La graduation de la couleur obtenue, laisse pemsédrexiste bien une réaction eni
les deux réactifs, dont la cinétic est probablement lente, car a 20°C le mélange ésepte
gu’une couleur nuancée par rappc celle observée avant le traitement. Ce point st
ultérieurement.

Par ailleus, ce const visuel n'a de valeur que s'’il est conforté pas désultat:
faisant appel @es techniques expérimentales dont nous allons &upell lors des parties
suivantes.
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[1I-1-2. Etude par conductimétrie et pH-métrie :
Pour chague mélange étudié, les valeurs du pHregrdupées dans le tableau. Il. 2,
alors que celles de la conductivité sont tracéetagtigure. Il. 3.

Tableau. Il. 2 : Valeurs du pH avant et apres traitement thermiquieedtempérature

donnée.
pH
Avant traitement thermique 6
20 °C 7
Traitement thermique 40 °C 7
pendant 1heur 60 °C 7
80 °C 8

Le pH du mélange avant traitement thermique, inglique la solution est légerement
acide (pH=6), alors que ce parametre devient phedtre en travaillant a 20, 40 et 60°C, voir
basique avec 80°C. Il est, par conséquent, clauwe B pH augmente, indiquant la
participation des ions Hors de la biosynthése. De plus, ce parameétrpresablement bien
plus basique. En effet, en travaillant avec despteatures élevées, I'évaporation de I'eau
devenant significative, rendant la solution plushaamtrée par rapport a celle d'avant
traitement, ce qui fait baisser artificiellementplld par rapport aux valeurs reportées dans le

tableau.

420 -
400 —
380 —
360 —
340:
320 —
300 —

280 —

.
260+ ]

conductivité (us/cm)

240 ———— 1
20 30 40 50 60 70 80

température C
Figure. Il. 3: Evolution de la conductivité avant et apres &tément thermique a une
température donnée (20, 40, 60 et 80°C).

Dans le cas de la conductivité, en faisant augmdateéempérature du traitement
thermique, nous notons qu’il ya une augmentationlaleeconductivité du meélange. Ce

phénomeéne ne s’expligue que par la génération damposé chargé, contribuant a la
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conductivité totale du mélange. Nous pouvons deggimement supposer, que la réaction
entre I'extrait d’ortie et le sel d'argent abouteaformation d’un matériau portant une charge.
[11-1-3. Etudes par UV-visible

Une acquisition spectrale dans la gamme souhaiééé lancée et le spectre enregistré

pour chaque solution 4 fois diluée avant analysepesenté sur la figure. Il. 4.suivante :

I
; —20C
- 1 |——20C_av
14- | 40T
] | |—— 60T
1.2 | 80T
I
v
—~ 104
@) A
S :
() 0.8 1 1
o 1
= ]
_‘é’ 0.6 - !
Q 1 !
0 1
% 0.4 + 1
|
0.2 |
J !
0.0 4
_02 -
T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600

longueur d'onde (nm)

Figure. Il. 4 : Spectres UV-visible du mélange 4 fois dilué cgpandant au mélange :
Avant et apres le traitement thermique (20, 40et680°C).

Les spectres reportés sur la figure 11.4, sontlainels avec un maximum d’absorption
situé vers 412 nm et dont la D.O augmente a megueela température du traitement
thermique augmente. Ce résultat est attendu, cotaptede la graduation de la couleur avec
la température du traitement observée précédemetetdnc sa D.O doit, par conséquent,
augmenter. Un comportement similaire a déja ét@pad@ en mélangeant le sel d’argent
(AgNO3) et l'extrait de peau de banane [11]. En effets @uteurs rapportent une
augmentation de la D.O a 414 nm avec températuréraiiement, ce qui correspond a
laugmentation de la taille des nanoparticules géat formées. Ceci expliquerait-il les

variations de la D.O observée dans notre cas? Airsdg nombre et/ou la forme peuvent
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aussi expliquer cet effet [11]. Pour répondre &edeterrogation nous avons réalisé une étude
avec le MEB.

Toute aux long de ce travail nous avons gardé mengrotocole décrit précédemment pour le
gu’elle en a fait des prélévements chaque 15 mirariedépose une goute de I'échantillon
avant et apres traitement thermique sur les plati@set les remettre dans I'étuve a 20°c,
guelque soit I'essai, nous avons réalisé plusignagies MEB car la surface de I'échantillon
n’est pas homogene.

[1I-1-4. Etude par microscope €électronique a balayge (MEB)
L’'image obtenue pour le mélange avant et celleegsirées aprés le traitement
thermique sont exposées ci-dessous (Figure. .65 )).

Avant traitement thermique
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AccY  SpotMagn  Det WD F———— 5pm
20.0kv 5.0 5498x BSE 8.6 0.4 Torr ESEM UMMTO

Traitement thermique a 20°C Traitement thermique a 40°C

AccV  SpotMagn  Det WD '_| 2im AccY  SpotMagn Det WD 1 2um
200KV 50 10000k BSE 8.1 0.1 Torr ESEM UMMTO 200Ky 5.0 10000x BSE 8.0 0.2 Torr ESEM UMMTO

Traitent thermique a 60°C

AccV  SpotMagn Det WD 1 2um AccV  SpotMagn Det WD 1 2um
200kv 5.0 10000x BSE 7.9 0.1 Torr ESEM UMMTO 200kv 5.0 10000x BSE 7.9 0.1 Torr ESEM UMMTO

Traitement thermique a 80°C
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*AccV SpotMagn Det WD — 5pum
200kv 5.0 5000x BSE 8.0 0.1 Torr ESEM UMMTO

AccV Sot Magn  Det
200kV 50 5000x BSE 80 0.1 Torr ESEM UMMTO

e

3 . s B
ce.V Sp01 Magn Det WD ——— &m
5.0 5000x BSE 8.0 0.1 Torr ESEM UMMTO
s 3 .

> 274 nm

; * .
¥ "‘ 786 nm
LE WD — jm
00kv50 20000x BSE 8. 0 0.1 Torr ESEM UMMTO

Figure. 1. 5 (b) :

Images MEB du mélange en mode BSE

avant et aprégadgément thermique a 80°C.

En comparant les images MEB obtenues pour des tamopés de traitement thermique

différentes, nous pouvons noter les points suivants

- Formation des nanopatrticules a base d’argent aeef@phérique, car ce matériau

apparait en surbrillance en mode BSE et dont lendone dépend pas de la

température du traitement appliquée.

- Il existe une corrélation directe entre la taill@ymnne des particules avec la

température.

Remarque: Il faut tout de méme nuancer les résultats MEBjisant que c’est une analyse

plutét locale et ne refléte pas 'ensemble dehl&tillon. Il faut pour cela faire appelle au

microscope électronique a transmission (MET)
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l11-1-5.Conclusion

Un traitement thermique d’un mélange constitué aelLlde sel d’argent + 10 mL de
I'extrait d’ortie a une température donnée chopaemi la liste ci-contre (20, 40, 60, 80°C),
provoque dans tous les cas une réaction entre déexx déactifs avec une cinétique
probablement lente et faisant intervenir des iords Eh augmentant la température du
traitement thermique, les solutions ainsi forméessgntent une couleur de plus en plus
foncée, se traduisant par un effet hyperchrome2an#i, dont l'origine est I'obtention de
nanoparticules d’argent probablement chargée, @otdille moyenne sont de plus en plus
grande, alors que dans tous les cas elles présemeforme sphériques.

Les études menées jusque-la, indiguent une réaetitnes les deux réactifs plutdt
lente, dont nous allons essayer d’en évaluer lesnpetres en travaillant a une température
donnée et faire varier sa durée. De plus, cettdeéhous permettra de voir l'influence du

traitement thermique sur la forme, la taille aipse sur la quantité des nanomatériaux formes.

l1I-2. Etude cinétique de la réaction entre AgSO, et I'extrait d’ortie

En reprend le méme protocole décrit préecédemmenits mvons choisi de travailler
avec deux températures la plus basses et la phweedlc’est a dire. 20°C et 80°C, pour
réaliser une étude cinétigue. Nous avons prépargolunme de 200 mL du mélange (sel
d’argent+extrait d’ortie), lequel subit un traiteméhermique et a chaque 15 min, la solution

a eté caractérisée comme précédemment, dont ldgatésont présentés ci-dessous.

[1I-2-1. Etude cinétique en traitant la solution a20 °C
[1I-2-1-1. Etude par conductimétrie et pH-métrie
Les valeurs du pH des prélevements effectués ttegekb min durant le traitement

thermique a 20°C, sont reportées dans le tableadl. |
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Tableau. Il. 3: Les valeurs du pH et de la conductivité du mélamdeait d’ortie et de sel

d’argent traité a 20°C, en fonction de sa durée.

Conductivité
PR (uS/cm)
Avant traitement thermique 6 150
15 min 6,16 182
30min 7,17 210
45min 7,15 207
1h 7,17 243
1h 15min 7,17 215
Les temps de prélevement pendant le 1h 30min 7,18 200
traitement thermique 1h 45min 7,23 213
2h 7,18 233
2h 15min 7,16 197
2h 30min 7,24 203
2h 45min 7,14 206
3h 7,12 200

Le pH ainsi que la conductivité présentent uneati@m similaire avec celle constatée
lors de I'étude précédente, effectuée en variamn¢ndapérature du traitement thermique. Par
conséquent, nous pouvons conclure que, la aussgingtique entre les deux réactifs

consomme les ions'Het que les nanomatériaux d’argent formés sontgimement chargés.
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[lI-2-1-2. Etude par UV-visible

—— blanc
——15min
30 min
—— 45 min
75 min
—— 90 min
105 min
—— 120 min
—— 135 min
—— 150 min
—— 165 min
—— 180 min

A o o o o o o o o

absorbance (DO)

I T I T I T I T 1
200 300 400 500 600
longueur d'onde (nm)

Figure. Il. 6 : Spectres UV-Visible correspondant au mélange
avant et apres le traitement thermique a 20°C @antssa durée

La figure. Il. 6 présente une superposition de tspsad’adsorption similaires, avec
une sensible augmentation de la D.O a 414 nm, na&gres 180 min de traitement a 20°C,
confirmant ainsi un résultat déja évoqué a savudr cinétique lente entre I'extrait d’ortie et le

sulfate d’argent.

I1I-2-1-3. Etude par microscope électronigue a balgage

Les images des figures. Il. 7 (a-b) obtenues enenRBIE, apres plusieurs durées de
traitement thermique, indiquent la formation de oprticules d’argent, dont le début de
formation est d’environ 45 min, par rapport a laolé@tion de I'appareil utilisé. De plus, la
taille moyenne des particules d’argent augmente 8aagmentation du temps de traitement
thermique. Elles atteignent méme une taille moyemi&ométrique, pour des durées de

traitement au voisinage de 2h.
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Aprés 15min

Aprés 30min

Figure. Il. 7 (a): Images MEB du mélange en mode BSE, en fonctioa deilée du
traitement a 20°C.
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Aprés 45min

Aprés 2heure 15min

') i
6 0.4 Torr ESEM UMMTO

Figure. Il. 7 (b): Images MEB du mélange en mode BSE, en fonctioa deilée du
traitement & 20°C.
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[1I-2-2. Etude cinétique en traitant la solution a80 °C

[1I-2-2-1. Etude par conductimétrie et pH-métrie

Comme précédemment, nous avons reporté dans éatall. 4, les valeurs du pH des

prélevements de solution apres différents tempstrdiéement a 80°C et celles de la

conductivité sont tracées dans la figure. 1l. 8.

Tableau. Il. 4 : Valeurs du pH et de la conductivité d'un mélangéédra 80°C

en fonction de sa durée.

Conductivité
PH (uS/cm)
Avant traitement thermique 6 150
15min 6,60 133,3
30min 6,30 159,2
45min 6,20 178,2
lheur 6,10 211
1h 15min 5,95 293
1h 30min 5,84 317
Les temps de préléevements durant 1h 45min 5,83 328
le traitement thermique 2heur 5,79 364
2h 15min 5,75 411
2h 30min 5,69 437
2h 45min 5,63 504
3heur 5,59 620
3h 15min 5,54 800
3h 30min 4,97 1122

Dans le cas ou le mélange est traité a 80°C, earfhiun suivi du pH et de la

conductivité en fonction de la durée, nous constatque le pH devient plus acide,

contrairement a ce que nous avons observé lorsétletes précédentes, indiquant la

participation des ions Oldans la cinétique de formation des nanopatrticules.
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Figure. Il. 8 : Evolution de la conductivité du mélange traité &80n fonction de sa durée.

Cependant, les valeurs de la conductivit¢ augmerdenfacon considérable par
rapport aux études d'avant, indiguant comme celdé@ été suggéré, la formation de
nanoparticules d’argent chargées.

[1I-2-2-2. Etude par microscope électronique a balgage

Les images en mode BSE regroupées dans la figu. ihdiquent que la formation
des particules d’argent commence aprés 45 minaikertrent, similaire au temps noté si le
mélange est traité a 20 °C, alors que leurs fospasdifférentes. En effet, dans le cas présent
nous avons constaté la formation des particulesgeld de forme dendritiques de taille

moyenne plutét micrométrique, dont 'origine e&ghlomération des nanoparticules.

Discussion :Nous avons mis en évidence, lors de cette pargediminution du pH, ceci peut

trouver son origine dans la forme ou l'agglomémataes nanoparticules d’argent, comme
lindique les images MEB obtenues, ou encore leuatures chimiques dont elles sont
constituées. Dans ce cas, elles peuvent étre gele®xi’argent [11]. Ces hypotheses, doivent

faire I'objet d’'une vérification ultérieure.
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Aprés 15 min Aprés 30 min

)
AccV  Spot Mﬁ Det WD ———— 5um AccV SpotMagn Det WD 1 10m
20.0kv'5.0° 5000x BSE 9.3 0.6 Tog ESEM UMMTO 200kV 50 2500x GSE 9.4 0.4 Tom ESEM UMMTO

Aprés 45 min

AccV  Spot Magn Detﬁ\’DL“

200KV 5.0 2500x WBSE'94 05

Figure. 1. 9 : Images MEB du mélange en mode BSE, en fonctioma deilée du traitement
a 80°C.
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[1I-2-2-3. Etude par UV-visible
Le suivi cinétiqgue avec un enregistrement UV-Vigilblu mélange traité a 80°C en
fonction de sa durée, nous a mené a enregisteeregfrouper de spectres dans la figure. 11.10.

—— 15 min
— 45 min
60 min
—— 75 min
90 min
—— 105 min
120 min
—— 150 min
—— 165 min
—— 180 min
— 195 min
—— 210 min

2.0+

1.5

1.0

A o o o

absorbace (DO)

0.5

0.0

200 300 400 500 600
longueur d'onde (nm)

Figure. Il. 10 : Spectres UV-Visible correspondant au mélange

avant et aprés le traitement thermique a 80°C aeiamt sa durée

Comme a 20°C, la solution du mélange traité a 8pr&Sente une augmentation de la
D.O a 412 nm a mesure que la durée avance, darnihdtique est appréhendée ci-dessous
pour déterminer son ordre. Notons qu’aprés 210 omrépaulement vers 500 nm est observé,

pouvant indiquer I'obtention d’une autre forme [12]

[1I-2-2-4. Conclusion

En maintenant le mélange a 20 et 80°C pendanteuitssiminutes, nous remarquons
gue les nanomatériaux commencent a apparaitre dprésin du traitement, dont la taille
moyenne augmente avec la durée. Elles présenterfoume sphérique quelque soit la durée

du traitement a 20°C et également si le mélangeatt a 80°C pendant 1 heure et pour des
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durées plus éleveées, les nanomatériaux présentenfoume dendritique, probablement par

agglomération des nanoparticules a base d’argent.

[11-2-3. Conclusion

Le but de ce travail est I'obtention des nano-abpetbase d’argent. Pour cela nous
avons mélangé 1 mL du sel d’argent + 10 mL d’ekttairtie. Avec le traitement thermique,
une réaction se produit entre eux avec une cingtiglativement lente et aboutissant, au bout
d’environ 45 min, a la formation des nanomatériptobablement chargés a base d’argent et
cela malgré tous les parametres expérimentaux egbu cours de ce travail, alors que nous
avons mis en évidence guelques différences.

Dans le cas ou la durée du traitement est fixédaeh travaillant a une température
donnée, nous notons une consommation des iOnB&iplus, en passant progressivement de
20, 40, 60 et a 80°C, nous notons une graduatisncdeleurs stables, malgré le stockage,
allant d’un vert clair vers un marron foncé, seltiiaant par un effet hyperchrome a 412 nm et
caractéristique de la formation de nanoparticuietadle moyenne de plus en plus grande.

L ‘influence de la durée du traitement a été apgméler. Dans le cas ou la température
est fixée a 20°C, nous notons une cinétique ddnsommatrice avec la formation des
nanoparticules sphériqgues et cela quelques sodulge. Alors qu'a 80°C, une forme
dendritiques, dont l'origine est une probable aggmation des nanoparticules a été mise en
evidence avec une cinétique, faisant plutét intg@rvees ions OH pouvant suggérer la

formation d’'un matériau plutét & base d ‘oxyde géart.
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l. Introduction

Nous avons réussi lors de la partie précédente afiseé la biosynthése des
nanoparticules a base d’argent, dont la forme endenbre dépendent des conditions
opératoires choisies.
Dans la suite de ce manuscrit, nous allons essdigéndier I'effet antibactérien de ces
nanomatériaux sur deux bactéries pathogénes pattant Gram différents, en comparant
I'effet des mélanges contenant les nanomatériagépgrés a une température de 20, 60 ou
80°C pendant 1h versus l'effet de la solution déateid’argent seul, additionnée a celui de
I'extrait d’ortie seul.
Ces tests ont été réalisés avec des produits hgsdit selon le protocole décrit ci-dessous au
sein du laboratoire de production amélioration rettgrtion des végétaux de la faculté des

sciences biologiques et agronomiques de 'UMMT@cae professeur Mansour Malika.

Il. Tests microbiologiques

Les tests microbiologiques consistent a recherdrativité antibactérienne et
antifongique de nos échantillons (extrait d’ortiel d’argent, et le mélange des deux réactifs a
différentes températures), sur la croissance deoorganismes (bactérie et moisissure) selon

la méthode de diffusion sur le milieu gélosé.

lI-1. Souches microbiennes utilisées

Deux souches bactériennes de collection ont étésiesgoour cette étude. Elles sont
généralement impliquées dans différentes pathdogiectieuses: il s’agit d'une bactérie a
Gram positif bacillus et une autre bactérie & Gragatif Echerichia coli. La différence
entre ces deux souches se trouve dans la strgtiaecomposition chimique de leur paroi, la
bactérie a Gram+ présente une paroi épaissestapdi la bactérie a Gram- est moins

épaisse.

+ Escherichia coli (gram -)CEREUS 10876
C’est la bactérie la plus frequemment impliquéesdas infections urinaires. Elle peut
aussi provoquer des diarrhées par des meécaniseediers, ainsi que diverses

infections communautaires ou nosocomiales.
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+ Bacillus subtilis (gram+) ATCC 25922
Un agent pathogéne humain opportuniste qui estoigadssocié a des infections

provoquant des maladies parodontales et d'autiesions plus graves.

[I-2. Milieu de culture utilisé

Nous avons choisi d’utiliser le milieu de cultureilr-Hinton-Agar (MHA), qui est
une gélose nutritive pour ces bactéries [13].

[I-3. Préparation de I'inoculum bactérien

Les bactéries préalablement gardées au réfrigératdiC ont été revivifiées, c'est-a-
dire rajeunies. Pour cela, quelques colonies dgushaouche ont été prélevées et misent dans
des tubes contenant un Bouillon BHIB, a raison d'wouche de bactéries par tube. Ces
derniers subissent, ensuite, une incubation’&@ pendant 18 a 24h.

Aprés la revivification, vient I'étape de la préaton de I'inoculum, consistant a
réaliser des suspensions bactériennes, de chaguobesalans I'eau physiologique a 0,9%
avec une concentration correspondante a une deitgie située entre 0,08 et 0,1, laquelle
a eté mesurée a l'aide d’'un spectrophotometre ameclongueur d’'onde monochromatique
située a 620nm. S’ensuit alors, I'étape de I'ense@ment dans une zone stérile, qui doit se

faire dans les 15mn qui suivent la préparatioriidedulum [13]

lI-4. Diffusion sur le milieu gélosé

Avec un écouvillon, 'ensemencement de 15 mL emvile notre milieu de culture a
été réalisé sur une boite de pétrie aprés qu'eflig@aempli avec un milieu de culture appelé
milieu gélosé. Ensuite, a l'aide d’'une pince seemlous prélevons des disques en papier
buvard de 6 mm de diametre et chacun d’entre eumlgbé d’'une solution parmi celles
étudiées, que nous allons déposer sur les boitpstdes déja ensemencées. Enfin, les boites
sont incubées a I'étuve réglée a 37°C pendant 24h.

La lecture se fait a l'aide d’'une régle graduéenwsurant le diametre de la zone

d’inhibition autour de chaque disque et les réssiltdtenus sont exposés ci-dessous.

I1.5. Effet antibactériens des solutions de I'étudsur E .coliet Bacillus subtilis
La figure 1ll-1, ci-dessous présentes la multigiica des bactéries, dont les résultats

sont regroupés dans [€ableau IlI-1 etlll
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Escherichia coli gram -

Bacillus subtilis gram +

s

Figure. lll. 1 : Résultats de I'effet antibactérien des solutionsydghése et témoins sur les deux
souches utilisées
Témoins :I'eau distillée
S1 :extrait d’ortie
S2 :mélange ortie +sel d’argent traité a 20°c
S3 :mélange ortie + sel d’'argent traité a 60°c
S4 :mélange ortie + sel d’argent traité a 80°
S5 :sel d’argent AgS®
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Tableau. Ill. 1 : Effet antibactérien de nos échantillons sur E. coli

Diametres o
) Antibiotique Eau
Mesurés o o S1 S2 S3 S4 S5
(Gentamicine) | distillée
(mm)
D1 15 - - 09 - - 2
Essai 1
D2 15 - - 07 - - 4
Moyenne 15 - - 08 - - 3
_ D1 15 - - 08 - - 9
Essai 2
D2 13 - - 06 - - 10
Moyenne 14 - - 07 - - 9,5
_ D1 15 - - - - - 9
Essai 3
D2 10 - - - - - 7
Moyenne 12,5 - - - - - 8
Moyenne
o 13,8 - - 5 - - 7
générale
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Tableau. Ill. 2 : Effet antibactérien de nos échantillons sur Bagiflubtilis

Diametres o
Antibiotique Eau
Mesures o o S1 S2 S3 S4 S5
(Gentamicine) | distillée
(mm)
D1 2 - 24 - 13 9 12
Essai 1
D2 26 - 13 - 14 18 16
Moyenne 23 - 18,5 - 13,5 13,5 14
_ D1 18 13 - - - - -
Essai 2
D2 20 10 - - - - -
Moyenne 19 11,5 - - - - -
_ D1 25 15 16 - 15 16 -
Essai 3
D2 30 22 25 - 20 20 -
Moyenne 27,5 18,5 20,5 - 17,5 18 -
Moyenne
o 23,1 10 13 - 10,3 | 10,5 4,6
générale

«-» : Pas de zones d'inhibition

S1 :extrait d’ortie

S2 :mélange ortie +sel d’argent traité a 20°c
S3 :mélange ortie + sel d’'argent traité a 60°c
S4 :mélange ortie + sel d’argent traité a 80°

S5 :sel d’argent AgS®

Interprétation des résultats : Comme le montrent les tableaux ci-dessus, les &such
bactériennes se comportent differemment vis-a-ésnds mélanges testés. En effet, la
bactérie a gram négafiischerichia colin’a pas révélée une activité significative visia-des
solutions contenant les nanoparticules. De mémdagoactérieBacillus subtilis au regard de

la solution de mélange d’extrait d’ortie et de atdfd’argent préparé a 20°C, alors que cette
bactérie présente une sensibilité significativeasds des mélanges préparés avec 60 ou
80°C, dont les diametres avoisinant les 10 mnerilderait que plus le nombre et/ou la taille
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des nanoparticules augmentent plus leurs effetgrastd par rapport au Bacillus subtilis

gram+.

l1l. Conclusion

Les solutions contenant les nanoparticules d’argegparées a une température
donnée a 20, 60, ou 80°C ont été stérilisées weagwvis-a-vis de deux souches bactériennes
Escherichia coli gram - et Bacillus subtilis gramCette étude indique que la bactérie a gram-
n’'est presque pas inhibée par aucune des soluiensanoparticules testées. Cependant, la
bactérie a gram + présente une sensibilité auxngétapréeparés a 60 ou 80°C et aucune par
rapport au mélange préparé avec 20°C, indiquant pjug le nombre et /ou taille des
nanoparticules d’argent augmentent, plus ellesagtssur la bactérie Bacillus subtilis gram+.
Au final, nous pouvons dire que les nanoparticlliesynthétisées, au cours de ce travalil,
agissent que sur Bacillus subtilis gram + et pe@ir, du tout, par rapport a I'Escherichia coli
gram -. Il sera alors intéressant de tester d’awsmiches bactériennes & gram + et gram -,

pour confirmer cette conclusion.
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Conclusion générale

Dans le but de I'obtention des nano-objets a ba&egent, nous avons choisi de
travailler avec un mélange constitué de 1 mL dud&sigent + 10 mL de l'extrait d’ortie
lequel a subit un traitement thermique a différertempératures (20, 40, 60, 80°C). Une
réaction se produit entre les deux réactifs avecaimetique relativement lente et aboutissant,
au bout d’environ 45 min, a la formation de nanamatix probablement chargés a base
d’argent et cela quelque soit les conditions expéntales explorées au cours de ce travail.

Dans le cas ou la durée du traitement est fixédaeh travaillant a une température
donnée, nous notons une consommation des iGnB&iplus, en passant progressivement de
20, 40, 60, 80°C, nous constatons une graduatisncdeleurs stables, malgré le stockage,
allant d’'un vert clair vers un marron fonce, seltigant par un effet hyperchrome a 412 nm et
caractéristique de la formation des nanoparticdéetaille moyenne de plus en plus grande et
ou plus nombreuses. Une étude cinétique a étérgateentreprise en adoptant le méme
protocole décrit préecédemment et en travaillam@ a2t 80°.

Dans le cas ou la température est fixée a 20°Cs mmions la formation des
nanoparticules sphériques et cela quelques saitiide du traitement. Alors qu’avec 80°C,
une forme dendritiques, dont I'origine est une pilib agglomération des nanoparticules a
été mise en évidence avec une cinétique, faisanbtpintervenir des ions OHpouvant
suggérer la formation d’'un matériau plutot a bae&ydlie d’argent.

Nous avons réussi lors de la partie précédente aliseé la biosynthese de
nanoparticules a base d’argent. Dans la suite deatgiscrit, nous avons étudié leurs effets
antibactériens sur deux bactéries pathogenes Hdulaercoli gram- et Bacillus subtilis
gram+, en comparant l'effet des mélanges contet@mtnanomatériaux préparés a une
température de 20, 60 ou 80°C pendant 1h versigffét Ide la solution de sulfate d’argent
seule additionnée a celui de I'extrait d’ortie sélette étude indique que la bactérie & gram -,
n’'est presque pas inhibée par aucune des soluiensanoparticules testées. Cependant, la
bactérie a gram + présente une sensibilité auxngétapréeparés a 60 ou 80°C et aucune par
rapport au mélange préparé avec 20°C, indiquartatement que plus le nombre et /ou la
taille des nanoparticules d’argent augmentent, plless agissent sur la bactérie Bacillus
subtilis gram +.

Et comme perspectives nous proposons ce qui suit :

> |l sera alors intéressant de tester d’autres saulchetériennes a gram+ et gram- pour
confirmer cette conclusion.

» Continuer le suivi de la cinétique de la réactiotre les deux réactifs pendant de
longues durées.

» Evaluer les paramétres cinétiques de formatiomdasparticules
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