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Résumé

Evaluation in vitro des activités antibactériennes et antifongiques des nanoparticules

d’argent générées par I’extrait de Streptomyces sp.

La nanotechnologie est devenue une science émergente dans tous les domaines scientifiques.
En effet, la synthése de nanoparticules métalliques fait I'objet de nombreux travaux de recherche
en raison de leurs excellentes propriétés. 1l est a noter que les nanoparticules d'argent présentent

un grand intérét, entre autres, pour leurs effets antibactériens et antifongiques.

Dans cette étude nous avons utilisé un procédé vert pour la biosynthese des AgNPs. Pour ce
faire, une souche d’actinomycéte appartenant au genre Streptomyces est utilisée. Les conditions
des réactions entre I’extrait vert de la bactérie et la solution de nitrate d’argent sont ajustées a

28°C, pH 8.5 avec une durée de 5 jours dans I'obscurité.

Les AgNPs formées sont caractérisées par plusieurs techniques a savoir : Spectroscopie UV-
visible, spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) et Spectroscopie de diffraction
des rayons X (XRD) et microscope électronique a balayage (MEB).

L’activité antibactérienne et antifongique des nanoparticules d'argent sont testées sur quatre
espéces bactériennes et quatre souches fongiques différentes. Selon les résultats obtenus, toutes
les souches bactériennes (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus) sont sensibles aux nanoparticules. En revanche, Fusaruim avenaceum et
Aspergillus flavus sont résistantes aux nanoparticules. Cependant, Aspergillus ochraceus et

Penicilum expansum sont sensibles.

Les mots clés: Nanotechnologie ; Nanoparticules d'argent ; Extrait vert, Nitrate d'argent ;

Activité antibactérienne ; Activité antifongique.

vii



Abstract

In vitro evalution of the antibacterial and antifungal activities of silver nanoparticules

generated by the axtract Streptomyces sp.

Nanotechnology has become an emerging science in all scientific fields. Indeed, the synthesis
of metallic nanoparticles is the subject of numerous research works because of their excellent
properties. It should be noted that silver nanoparticles are of great interest, among other things,

for their antibacterial and antifungal effects.

In this study, we used a green process for the biosynthesis of AgNPs. To do this, a strain of
actinomycete belonging to the genus Streptomyces is used. The reaction conditions between the
green extract of the bacterium and the silver nitrate solution are adjusted to 28 °C, pH 8.5 with a

duration of 5 days in the dark.

The formed AgNPs are characterized by several techniques namely: UV-visible spectroscopy,
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and X-ray diffraction spectroscopy (XRD) and

scanning electron microscope (SEM).

The antibacterial and antifungal activity of silver nanoparticles is tested on four different
bacterial species and four different fungal strains. According to the results obtained, all bacterial
strains (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus)
are sensitive to nanoparticles. On the other hand, Fusaruim avenaceum and Aspergillus flavus are
resistant to nanoparticles. However, Aspergillus ochraceus and Penicilum expansum are

susceptible.

Key words : Nanotechnology ; Silver nanoparticles ; Green Extract , Silver Nitrate ;

Antibacterial activity ; Antifungal activity.
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Introduction

Introduction

La nanotechnologie est une science évolue trés rapidement et rapporte beaucoup

d’avantages pour divers domaines, y compris la médecine, l'industrie, 1’agriculture, la biologie,

etc. (Williams, 2008 ; Woldeamanuel et al., 2021).

Les nanoparticules sont des structures de petite taille, leur taille varie entre 1 et 100 nm
(Williams, 2008 ; Woldeamanuel et al., 2021). 1l & noter que les nanoparticules a base de métal
ont attiré plus d'attention en raison de leurs propriétés exceptionnelles résultant de leur taille et de
leur forme. Les nanoparticules a base de métal comprennent les nanoparticules d'oxyde de fer, les
nanoparticules de cuivre, les nanoparticules d'argent, les nanoparticules de titane, etc. Parmi
celles-ci, les nanoparticules d'argent (AgNPs) ont suscité plus d'intérét en raison de leurs
propriétés uniques, notamment leur bio-activité, leur conductivité, et leur activité catalytique
(Ahmad et al. , 2003).

Il existe de multiples voies de synthétise des AgNPs, les techniques de synthese sont
classées en quatre catégories a savoir les méthodes physiques, les méthodes chimiques, les
méthodes photochimiques et les méthodes biologiques (Tran et Le, 2013 : Patel, 2021). La
synthese biologique ou encore appelée « synthese verte » est hautement recommandée, en effet
cette technique est respectueuse de I'environnement. De plus, la synthése verte fournit des AgNPs
avec une haute biocompatibilité. La synthese biologique est réalisable a I'aide d'extraits ou de
tissus vivants de plantes, ou de microbes citant comme exemple : les bactéries et les moisissures.
Durant les réactions de biosynthéses, les biomolécules et les métabolites secondaires agissent
comme des agents réducteurs des ions d'argent et produisent a la fin des réactions des AgNPs
(Roy et al., 2019 ; Arib et al., 2021).

Les nanoparticules d'argent synthétisées a I'aide de microorganismes présentent diverses
applications. Les AgNPs sont dotées d’un fort potentiel biologique qui leurs conférent une forte
activité antibactérienne contre les microorganismes pathogenes (Jeong et al., 2005; Raffi et al.,
2008), une forte activité antifongique (Alananbeh et al., 2017. Mussin et al., 2019), et une
activité anticancereuse (Majeed et al., 2016 ; Abd-Elnaby et al... 2016). De plus, les
nanoparticules d'argent renferment une bonne activité antivirale (Mousavi et al., 2018 ; Mori et
al., 2013).



Introduction

L’objectif de la présente étude est de générer tout d’abord des AgNPs a 1’aide d’un
procédé vert. Le second objectif de cette étude vise a évaluer l'activité biologique des AgNPs
génerés.

Pour se faire, une synthése bibliographique représentant la premiere partie de notre étude
a été réalisée afin de regrouper les informations essentielles sur les nanoparticules d’argent, leurs
propriétés et les techniques récentes de leurs syntheses. Cette partie est accomplie par les

principaux résultats extraient d’études récentes divulguant les activités biologiques des AgNPs

Dans la seconde partie de notre étude, la méthodologie est représentée par les techniques

utilisées pour la réalisation de ce travail suivie des principaux résultats et leurs discussions.

L’étude est achevée par une conclusion générale et des perspectives.
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I. Les nanoparticules
1.1. Généralité sur la nanotechnologie

Les recherches scientifiques ont prouvé 'utilité et les avantages de la nanotechnologie
dans les different secteurs. Aujourd'hui, une demande progressive des nanomatériaux est
enregistrée de la part des industriels, ces nanomatériaux sont incorpores dans les produits
pharmaceutiques, les antibiotiques, I'électronique, l'agriculture, etc. Cette technologie a 1’échelle
nanométrique implique des recherches scientifiques approfondies dont le but est de produire des
nanoparticules, des nancomposites, et des nanostructures avec des propriétés bien déterminées en

particulier, la taille, la forme, la surface, la stabilité, la durabilité, etc. (Servin et White, 2016).
Les nanomatériaux sont préparés par deux manieres fondamentales a savoir :

e Approche descendante : le tranchage, le découpage ou le broyage d'un matériau en vrac

selon un modele défini pour obtenir des particules nanométriques.

e Approche ascendante : de minuscules particules s'assemblent selon une voie
mécanique/chimique predefinie et sont faconnées en une configuration complexe de
nanomatériaux de taille contrélée et uniforme (Abobatta, 2018). Les approches

descendantes et ascendantes sont présentées sur les Figure 1.

Les nanomatériaux a base métallique en particulier les nanoparticules de I'argent,
du zinc, du cuivre, de l'or et du platine renferment des caractéristiques physiques, chimiques,
optiques, thermiques, électroniques, diélectriques, magnétiques, mécaniques et biologiques bien
déterminés. La détermination des caractéristiques des nanomatériaux doit étre prises en compte

avant, et durant la synthese des nanoparticules (Seku et al., 2022).

Plusieurs techniques analytiques sont employées pour évaluer les caractéristiques des
nanomatériaux, il s’agit de la spectroscopie ultraviolet-visible (UV-vis), la diffractométrie des
rayons X, la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), la diffusion dynamique de
la lumiere, la microscopie électronique a balayage (MEB), la microscopie a force atomique

(AFM), et la microscopie électronique a transmission (TEM) (Seku et al., 2022).
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Figure 01. Représentation schématique des méthodologies descendantes et ascendantes pour la

1.2.

L

confection de nanoparticules (tulli et al., 2022).
es différents types de nanostructures

Les nanoparticules différent par leur taille et leur forme. Les nanoparticules peuvent étre

zérodimensionnelles (nanodots), unidimensionnelles (graphene), bidimensionnelles (nananotubes

de carbone) et tridimensionnelles (nanoparticules d'or) (Tiwari et al., 2012). Les nanoparticules

sont généralement classées en trois groupes : organiques, inorganiques et a base de carbone.

L

Les nanoparticules organiques : sont biodégradables et non toxiques comme par exemple
les dendriméres, les liposomes, et les micelles. Elles sont utilisées dans la fabrication des

médicaments.

Les nanoparticules a base de carbone : sont formées entiérement a base de carbone, elles
sont classées en fullerenes, graphéne, nanotubes de carbone, et nanofibres de carbone
(Ealia et Saravanakumar, 2017). Ces types de nanomatériaux sont applicables dans de

multiples domaines.

Les nanomatériaux inorganiques : sont des nanoparticules métalliques générées a partir
des métaux, leurs tailles nanométriques varies entre 0 et 100 nm. Les nanoparticules
métalliques comprennent I'argent, I'or, le cuivre, I'oxyde de fer, le platine, le palladium et
le zinc (Sarkar et al., 2012).

es nanoparticules a base métalliques

Les nanoparticules métalliques sont I'une des technologies les plus émergentes, elles sont

tres prometteuses pour les domaines médicaux et non meédicaux. En raison d'un rapport
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surface/volume élevé, les nanoparticules métalliques sont hautement réactives et ont des
propriétés optiques, électriques et chimiques qui difféerent de leurs caractéristiques normales a
I'échelle macroscopique. Par conséquent, les nanoparticules métalliques ont un pourcentage plus
élevé d'interactions avec les micro-organismes que les particules plus grosses (Dar et al., 3013 ;
Montazer et al., 2012).

Parmi les nanoparticules métalliques, les nanoparticules d'argent (AgNPs) sont révélées
les plus efficaces en raison de leur large application dans les différents domaines
(Ghaseminezhad et al., 2012). En comparaison avec l'argent en vrac, elles sont considérées
comme des agents antimicrobiens inorganiques moins toxiques (Jeong et al., 2005 ; klasen,
2000), elles sont dotées d’un potentiel antimicrobien contre les bactéries, les virus et d'autres

micro-organismes eucaryotiques (Mousavi et pourtalebi, 2015 ; Noorbakhsh et al., 2011).
I.4. Synthése des nanoparticules
1.4.1 Synthése chimique des nanoparticules d’argent

La réduction chimique par des agents réducteurs (organiques ou inorganiques) est
I'approche la plus appliquée pour la préparation des NPs d'argent. Divers agents reducteurs
(borohydrure de sodium, ascorbate, citrate de sodium, etc.) sont utilisés pour réduire les ions
d’argent (Ag") en argent métallique (Ag®). La réaction se passe dans des solutions hydratées et
anhydres, elle est suivie d'une agglomération en amas oligomériques. Ces amas conduisent

finalement a la formation de particules d'argent métallique (Wiley et al., 2005).

Il est essentiel d'utiliser des agents protecteurs afin de stabiliser les nanoparticules
métalliques dispersives lors de la synthése, les agents protecteurs contribuent aussi dans la
conservation des NPs en évitant leur agglomération. Les alcools sont les plus utilisés comme
agent de stabilisation des particules, ils protégent les particules de I'agglomération, de la
sédimentation et de la perte de leurs propriétés de surface. D’autres polymeres comme le poly
(vinylpyrrolidone), poly (éthylene glycol), le poly (acide méthacrylique) et le polyméthacrylate
de méthyle ont été signalés comme des agents protecteurs efficaces pour la stabilisation des NPs
(Oliveira et al., 2005).
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1.4.2 Synthése verte des nanoparticules d’argent
a. Synthese des AgNPs par les bactéries

La synthése bactérienne des AgNPs se déroule selon deux mécanismes différents a savoir,
La synthése bactérienne intracellulaire et extracellulaire. La synthese intracellulaire se produit a
I'intérieur de la cellule bactérienne, dans laquelle le précurseur (Ag*) est réduit en Ag°, et la
nanoparticule obtenue s'accumule sur la paroi cellulaire (Murugan et al., 2014). La synthése
intracellulaire est réalisée dans des bactéries résistantes a I'argent afin d’éviter son action biocide
sue la cellule. Les espéces appartenant au genres Pseudomonas et les cyanobactéries sont les plus
utilisées pour ce type de synthése (Murugan et al., 2014 ; Roychoudhury et al., 2016 ;
Srivastava et Constanti, 2012 ; Srivastava et al., 2013).

D’autre especes bactériennes sont démontrées récemment aptes a générer des AgNPs
(Tableau 01). Cependant, la synthése extracellulaire dépend des protéines et des enzymes
sécretées par la cellule bactérienne capable de réduire les ions d'argent. Au laboratoire, ce
processus est faisable gréace a l'utilisation du contenu cellulaire réducteur isolé (Quinteros et al .,
2019).

Tableau 01. Nanoparticules d’argent synthétisées par les bacteries.

Espece bactérienne Taille  Temps Température Référence
(nm) (h) (°C)

Pseudomonas aeruginosa 40 24 37 (Quinteros et al.,
2018)

Bacillus endophyticus 5 72 28 (Gan et al., 2018)

Bacillus megaterium 80-98 48 28 (Saravanan et al.,
2011)

Streptomyces sp. 8-15 72 20 (Bakhtiari-Sardari

et al., 2020)

b. Synthese des AgNPs par les champignons

En comparaison avec les AgNPs derives de plantes ou d'autres micro-organismes, la
synthese des AgNPs par les champignons est nettement plus efficace avec un rendement élevé
(Singh et al., 2014). Aspergillus terreus était capable de produire des AgNPs stables d'une taille
comprise entre 1 et 20 nm (Li et al., 2012). Vigneshwaran et al. (2007) ont enregistré la

biosorption des nanoparticules d'argent sur la paroi cellulaire d'Aspergillus flavus durant leur
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traitement avec une solution de nitrate d'argent, les nanoparticules ont été ensuite séparées par un

processus d'ultrasonification.
c. Synthése des AgNPs par les plants

En comparaison avec les méthodes précédentes, la synthése des AgNPs par les plantes est
plus facile, ce procédé vert est moins menacants, de plus, il ne nécessite pas d'étapes de

préparation microbiennes (Lee et Jun, 2019).

Durant biosynthese verte des AgNPs, les différents organes de la plante peuvent étre
utilisés. Les métabolites secondaires et primaires participent dans la génération des AgNPs.
Cependant, les metabolites secondaires comme les alcaloides, les polysaccharides, les tanins, les
terpénoides, les phénols et les vitamines sont les plus ciblés en vue d’obtenir des AgNPs avec un

potentiel d’activité biologique (Roy et Das, 2015 ; Sumitha et al., 2018).

Les approches de biosynthéses vertes des AgNPs par les extraits de plantes conduisent a
produire des nanoparticules plus stables en une courte durée et respectueuse de I'environnement
(Kareem et al., 2020 ; Vanlalveni et al., 2021).

I.5. Facteur affectant la synthése des nanoparticules d’argent
1.5.1. Température

La température de biosynthése des NPs affecte considérablement la vitesse du processus,
la taille et la stabilité des NPs. L'augmentation de la température durant la synthése des AgNPs
par le filtrat de Fusarium oxysporum a démontré des augmentations progressives du taux de
synthese due a une sécrétion plus élevée de protéines par la biomasse fongique. Cependant, a des
températures comprises entre 80°C et 100°C un début d'agrégation de nanoparticules est
enregistré, cet effet est di a la dénaturation des protéines de coiffage sensible a la température
(Birla et al., 2013). Une autre étude a noté un résultat complétement différent lors de la synthese
des AgNPs a l'aide du champignon Aspergillus fumigatus BTCB10, une taille de 322,8 nm est
obtenue a 25 °C, tandis qu'a 55 °C la taille atteint 1073,45 nm (Shahzad et al., 2019). Selon
ces resultats, des temperatures non contrdlées conduisent a la génération de NPs de grande ou de
petite taille instable, cela est fortement di a la dénaturation ou a la faible activité des enzymes
impliquées dans la biosynthese.
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1.5.2. pH

Le pH du milieu joue un réle primordial dans la synthese des NPs, une modification de la
morphologie et de la taille des NPs formées est possible en fonction du gradient du proton
(Nayak et al., 2011). Le gradient des protons affecte la structure et ’activité des enzymes
réductase. Une étude réalisee par les biomasses des bactéries lactiques a démontré clairement que
la quantité des AgNPs et de la biomasse sont affectées par les variations de pH. Plus le pH
augmente plus la quantité des NPs formées augmente. Dans cette étude, 11,5 est le pH le plus
alcalin, en effet, une récupeération importante de Nps est enregistrée avec ce pH (Sintubin et al.,
2009).

1.5.3. Concentration d’AgNO;

Les tailles NPs sont fortement influencées par les variations de la concentration d’AgNOs.
Une variation des tailles des NPs formées sont notées dans 1’étude de Phanjom and Ahmed
utilisant Aspergillus oryzae comme réducteur. Dans une gamme de concentration situé entre 1 4 8
mM, des AgNPs de taille comprise entre 17.06 a 7.22 nm sont generes. Cependant, & une
concentration comprise entre 9 et 10 mM, des AgNPs de taille comprise entre 45.93 a 62.12 sont
géneres (Phanjom et Ahmed, 2017). L'ajout de concentration excessives d'ions métalliques
génére des NPs avec de taille volumineuse et d’une structure irréguliére Ces résultats impliquent
qu'il existe une limite de concentration d'’AgNO; qui doit étre respecté afin de générer des AgNPs
avec des caractéristiques satisfaisantes (AbdelRahim et al., 2017).

1.6 Activité biologique des AgNPs
1.6.1. Activité antibactérienne

Argent sous forme d'AgNO; présente d’importants effets antimicrobiens, alors qu'a
I’échelle nanométrique, l'activité antimicrobienne augmente. L’augmentation de du potentiel
antimicrobien est fortement d0 a la nature et la surface des nanoparticules d'argent. Les AgNPs
entrainent la production des espéces réactives de I'oxygene (ROS), les ROS a leur tournent
provoquent des dommages dans la membrane cytoplasmique et un dysfonctionnement de I'”ADN.
Par ailleurs, le dysfonctionnement des cellules bactériennes est influencé par la taille des

nanoparticules (Rai et al., 2012).



Etude bibliographique.

Le mécanisme d’action des AgNPs contre la cellule microbienne repose sur leur action
dans la paroi et la membrane cytoplasmique. En effet, les nanoparticules d'argent attaquent les
parois cellulaires bactériennes et pénétrent dans la cellule. L’accumulation des AgNPs a la
surface de la paroi cellulaire conduit a la formation de convulsions, et entraine des changements
structurels et des changements dans la perméabilité ce qui conduit a la destruction de la cellule.
La spectroscopie par résonance de spin électronique suggere que l'interaction des nanoparticules
d'argent avec les bactéries conduit a la production de radicaux d'argent. Ces radicaux
endommagent la membrane cellulaire en provoguant une fuite du contenu cellulaire (Seku et al.,
2022) . La Figure 02 présente les principaux mécanismes d’action des AgNPs dans la cellule

antibactérienne
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Figure 02. Mécanisme d’action des AgNPs dans la cellule bactérienne (Roy et al., 2019).
1.6.2. Activité antifongique

Les AgNPs renferment une forte activité antifongique contre plusieurs pathogénes
fongiques (Krishnaraj et al., 2012 ; Narayanan et Park, 2014 ; Medda et al., 2015 ;
Hernandez-Diaz et al., 2021).

Les AgNPs peuvent détruire les spores fongiques en endommageant l'intégrité de la

membrane. De plus, les AgNPs réagissent avec les composés phosphorés et soufrés, et leurs
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interactions peuvent perturber I'ADN et les protéines, entrainant une interférence potentielle de la
membrane et la mort cellulaire. Les AgNPs forment des complexes avec les bases contenues dans
I'ADN, de plus, elles sont considérées comme des puissants inhibiteurs de la DNase (Azizi et al.,
2016 ; Devi et Bhimba, 2014). L'effet inhibiteur des AgNPs entrainent l'inactivation de
I'expression des protéines de la sous-unité ribosomique et d'autres protéines cellulaires
essentielles a la production d'ATP (Al-Zubaidi et al., 2019).

1.6.3. Activité antioxydante

L'activité antioxydante des AgNPs est rapportée pour la premiére fois en 2011, 1I’équipe
de recherche a utilisé Syzygium cumini comme source de production (Banerjee et
Narendhirakanan, 2011). Un pouvoir reducteur et une capacité antioxydante ont été observés
pour les AgNPs. L'activité de piégeage des radicaux DPPH des AgNPs était presque la méme que
celle de l'acide ascorbique. La présence d'un agent réducteur a déclenché la conversion du
complexe Fe**/ferricyanure utilisé dans le dosage FRAP en la forme ferreuse. Néanmoins,
L'activité antioxydant des AgNPs était inférieure a celle de l'acide ascorbique dans le test de
piégeage des radicaux libres DPPH réalisé par Dipankar et Murugan en 2012. D’autre
recherches ultérieur ont aussi démontré 1’activité¢ antioxydante des AgNPs produites par des

techniques verte a base de plante (Bhakya et al., 2016 ; Fafal et al., 2017 ; Das et al., 2019).
1.6.4. Activité anticancéreuse

De multiple recherches ont divulgué que les nanoparticules d'argent a médiation végétale
modernisent le traitement des tissus cancéreux sans interférer avec les cellules normales
humaines (Raghunandan et al., 2011 ; Akhtar et al., 2013). Elles ont des applications uniques
dans le maintien de I'homéostasie du niveau de ROS dans les cellules et la pénétration profonde
dans la membrane cellulaire. Elles induisent la génération et la libération de NO, formant du
peroxynitrite toxique, qui supprime les tumeurs via des dommages oxydatifs. Elles régulent
également l'apoptose médiée par les mitochondries et les récepteurs de mort via les voies p53 et
p21. Les AgNPs améliorent I'activité mitochondriale et activent les enzymes (Bax et Bcl-2) et le
cytochrome ¢, qui renforcent l'activité caspase et aboutissent finalement a l'apoptose cellulaire
(Sharma et al., 2022). La Figure 03 présente le mécanisme d’action possible pour les AgNPs sur

les cellules cancéreuses.
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Figure 03. Mécanisme d’action proposé pour AgNPs sur les cellules cancéreuses (EI-Naggar et
al., 2017).

1.6.5. Activité antivirale

Les AgNPs exercent une activité antivirale modérée contre le VIH (virus de
I'immunodéficience humaine) et contre I'hépatite B (VHB). Les AgNPs se lient parfaitement a la
glycoprotéine du VIH-1 et par conséquence, une inactivation de la liaison du virus aux cellules
hotes. Autrement, L'interaction des AgNPs avec le génome viral inhibe les voies essentielles a la
réplication virale. Les AgNPs sont impliquées dans les médicaments afin de prévenir les
infections virales a VIH (Elechiguerra et al., 2005 ; Lara et al., 2010 ; Leu et al., 2008).

D’autre part, Les AgNPs inhibent les adénovirus comme par exemple le virus de I'herpés
(HSV) de type 1 et 2, le virus respiratoire syncytial (VRS), ainsi que des virus para-influenza
humains de type 3 (Chen et al., 2013 ; Galdiero et al., 2011 ; Leu et al., 2008). Les mécanismes

possibles de I'activite antivirale des AgNPs sont illustrés dans la Figure 04.
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Figure 04. Mécanisme d’action antiviral des AgNPs (Galdiero et al., 2011).
1.7.Application des nanoparticules d’argent en agro-alimentaire
1.7.1. Application des nanoparticules d’argent dans la conservation des aliments

En raison de leurs propriétés antimicrobiennes, les nanoparticules d'argent ont subi une
forte demande dans le secteur alimentaire (Mohd Yusof et al., 2020). Le AgNPs sont utilisées
pour augmenter la durée de conservation et le maintien de la qualité des fruits et des légumes
(Carbone et al., 2016 ; Ravindran et al., 2020). Les AgNPs synthétisées a base de Serratia

nematodiphila renferment de grandes propriétés antimicrobiennes contre P. aeruginosa,

B. subtilis et K. planticola. Par conséquent, ces NPs peuvent étre utilisés pour les emballages
alimentaires en raison de leur excellent effet antimicrobien (Malarkodi et al., 2013). Dans une
autre étude, la durée de conservation des fruits et des légumes s’est augmentée lorsque des
nanoparticules d'argent ont été incorporées dans des nanofibres d'alcool polyvinylique (Kowsalya
et al., 2019). La figure 05 montre I’incorporation des AgNPs dans I'emballage des fruits afin de

préserver leur qualiteé.
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Figure 05. Réle des nanoparticules d'argent a médiation microbienne dans les emballages

alimentaires (Samrotet al., 2022).

1.7.2. Applications des nanoparticules d’argent dans la phytoprotections des cultures

agricoles et la fertilisation des sols

L'utilisation des nanoparticules dans 1’agriculture est indispensable aujourd’hui, les NPs
enrichissent le sol et la terre (Mishra et Singh, 2015 ; Manjunatha et al., 2016). En raison de
leur nature stable et biodégradable, les AgNPs sont utilisés dans les nanoformulations pour
produire des produits chimiques qui agissent comme des nanofertilisants (Gupta et al., 2018 ;
Gosavi et al., 2020 ; Muhammad et al., 2020). Selon 1’étude de Jo, les NPs peuvent également
étre utilisés comme des pesticides dans les champs de culture suite a leur pouvoir fongicide
contre les pathogenes affectant les plantes comme Magnaporthe grisea (Jo et al., 2009). Une
autre étude récente a démontré que les nanoparticules d'argent synthétisées a partir de
Streptomyces sp. VSMGT1014 se sont révélés activent contre de nombreux phyto-champignons.
Il est donc prouvé qu'ils peuvent étre utilisés comme fongicide pour protéger les cultures (Figure
06) (Shanmugaiah et al., 2015).
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Figure 06. Réle des nanoparticules d'argent a mediation microbienne dans protection des cultures

comme fongicide (Samrotet al., 2022).

Il est & noter que les AgNPs améliorent le profil des nutriments des végétaux. Il agit
également comme un régulateur et stimulateur des plantes. Les AgNPs biogéniques produisent de
maniere significative un effet positif sur Bacopa monnieri et Boswellia ovalifoliolata en
améliorant la germination des graines, la croissance des semis, la synthese des glucides et des
protéines (Krishnaraj et al., 2012) . Il augmente également les caractéristiques morphologiques
des plantes telles que la taille, la longueur des feuilles, des racines et des pousses, ainsi que la
teneur en glucides, la chlorophylle, les enzymes antioxydants (Salama, 2012 ; Sharma et al. ,
2012).

1.8. Toxicité des nanoparticules d’argent
1.8.1. Toxicité pour les poissons

L'exposition prolongée aux AgNPs provoque divers changements dans le plasma sanguin,
tels que lI'augmentation de la concentration de cholinestérase et de cortisol, et une concentration
réduite d'ions de potassium et de chlorure (Johari et al., 2013). La concentration de glucose peut
également augmenter (Webb et Wood, 1998). Tous ces changements dépendent de la dose des
nanoparticules d'argent. La peroxydation lipidique peut étre aussi affecter, sans négligé les
dommages a I'ADN (MO01 assarsky et al., 2014) ainsi qu'une réduction des ions de sodium et de
potassium et de l'activité ATPase (Schultz et al., 2012).
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I1. Matériel et méthode

Ce travail est réalisé au sein du laboratoire pédagogique de microbiologie, Département
de Biologie, Faculté des Sciences. Université Ammar Telidji — Laghouat, la caractérisation
physicochimique des nanoparticules biogéniques est reéalisee dans le centre de recherche

scientifique et technique en analyses physico chimiques (CRAPC) de Laghouat.
I1.1. Matériel biologique
11.1.1. Souches microbiennes

La souche bactérienne utilisée pour la synthése verte des nanoparticules provient de la
collection microbienne de Dr Gacem Mohamed Amine, enseignant a I’Université de Laghouat,
cette souche appartient au genre Streptomyces. Les souches bactériennes pathogénes utilisées
pour évaluer D’activité biologique de nanoparticules générées proviennent du laboratoire

pédagogique de microbiologie, Université de Laghouat (Tableau 02).

Tableau 02. Souches bactériennes utilisées pour tester les activités biologiques des

nanoparticules d’argent.

Les souches bactériennes L’origine

Escherichia coli Laboratoire  pédagogique  de  microbiologie,
Département de biologie, Faculté des Sciences.
Université de Laghouat.

Pseudomonas aeruginosa
Micrococcus luteus
Staphylococcus aureus

Les souches fongiques pathogenes utilisées pour évaluer 1’activité biologique de

nanoparticules générées sont isolées a partir des graines de blé (Tableau 03).

Tableau 03. Souches fongiques utilisées pour tester les activités biologiques des nanoparticules

d’argent.

Les souches fongiques L’origine

Aspergillus flavus

Aspergillus ochraceus

. isolées a partie des graines de blé
Penicillium expansum

Fusarium avenaceum
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11.2. Isolement et purification des moisissures

L'isolement des moisissures est réalisé sur le milieu PDA a partir des graines de blé
(méthode d’isolement indirecte). Le milieu PDA est jugé comme milieu de choix pour

I’isolement des moisissures.

Les boites de pétri sont incubées a 27°C, pendant 5 a 7 jours (Figure 07).
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Figure 07. Isolement des moisissures a partir des graines de blé par la méthode indirecte.

: &

La purification des moisissures recherchées est réalisée sur milieu PDA acidifié (2%

d’acide lactique). Les colonies isolées sont repiquées successivement afin d’obtenir une

croissance radiale pure

Le repiquage est effectué par prélévement de colonie a l'aide d'un ensemenceur stérile
tout en évitant son contact avec les autres colonies de la méme boite (Photo 01). Le fragment
isolé est déposé au centre d'une nouvelle boite de Pétri contenant le milieu PDA acidifie.

L’incubation est réalisée a 27°C pendant 7 jours.
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Photo 01. Culture fongiques mixte obtenue a partir des graines de blé sur milieu PDA (Photo
originale, 2023).

11.3. Identification des genres fongiques par la technique de micro-culture

Décrite par Haris (1989), la technique de micro-culture consiste a inoculer les spores des
moisissures sur une lame menée de petits carrés, de milieu PDA acidifié et les recouvrir par une
lamelle. Les spores sont ensemencées sur les limites périphériques du milieu pour leur fournir un
potentiel d’oxygene élevé afin qu’elles puissent germer. L’ensemble est conditionné dans une

chambre stérile et humide puis incubé & 27 °C + 25°C pendant 7 jours.

Apres incubation, les lamelles auxquelles s’adhérent le mycélium sont transférées sur
d’autres lames stériles contenant une goutte de bleu de lactophénol. Les observations
microscopiques sont effectuées aux grossissements x10, x40 et x100 (Photo 02). Les genres sont
détermines par les caractéres culturaux et microscopiques en se référant au manuel de Barnett et
Hunter (1972).

17



Etude expérimentale. Matériel et Méthode.

ation
microscopique 3 Iaide
de lactophénal

(Photo originale, 2023).

Photo 02. Micro-culture des moisissures pour 1’identification microscopique.
11.4. Biosynthése verte des nanoparticules d'argent (AgNPs)

La souche d’actinomycete utilisée dans cette étude provient de la collection microbienne
de Dr Gacem Mohamed Amine (enseignant a ’universit¢ de Laghouat). La souche est
génétiquement identifiée, elle appartient au genre Streptomyces. La figure 8 illustre les
différentes étapes expérimentales suivies durant la synthése des AgNPs.

Afin de détecter la résistance et/ou la tolérance de la souche Streptomyces sp. vis-a-vis le
nitrate d’argent, la souche est cultivée sur milieu gélosé¢ a l'amidon et a la caséine (SCA)

contenant différentes concentrations d’/AgNO3 L’incubation est réalisée a 28°C pendant 14 jours.

Comme le montre la figure 8, les bio-AgNPs sont synthétisés en utilisant AgNO3 (Sigma
Aldrich) comme précurseur et les métabolites secondaires de l'actinobactérie comme agents
réducteurs. Un aliquote (20 pl) de la culture nocturne de Streptomyes Sp. (1 x 10° UFC/ml) est
inoculée dans 100 ml de milieu 5294 (bouillon) puis incubé sur un agitateur orbital a 28 °C
pendant 7 jours a 120 tr/min. La biomasse d'Actinobacterium est collectée apres incubation par
centrifugation a 5000 rpm pendant 30 min. Les composants du milieu associés sont éliminés par
lavage (deux fois avec de I'eau distillée). Aprés cela, la biomasse est remise en suspension dans
100 ml d'eau distillée et incubée a 28°C pendant 48 h. Apres avoir lysé osmotiquement les
bactéries, elles ont eteé filtrées a travers un papier filtre Whatman n ° 1. Le filtrat obtenu est utilisé

comme agent réducteur dans la préparation des bio-AgNPs. Le pH, la température et la
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concentration d'’AgNO3 sont ajustés a 8.5, 30°C, et 1 Molaire, respectivement (Veerasamy et al.,
2011).
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Figure 08. Schéma représentatif des étapes suivies durant la biosynthése des nanoparticules
d’argent (Veerasamy et al., 2011).
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I1.5. Détermination les activités biologiques des AgNPs
I1.5.1. Détermination de I’activité antifongique des AgNPs

Pour chaque moisissure, I’inoculum doit étre préparé a partir d’une culture jeune de 7
jours preparée sur milieu PDA. La récupération des spores est effectuée par un écouvillon stérile
imbibé dans le Tween 80, les spores sont par la suite transférées dans 9 ml d’eau physiologique
stérile. A 1’aide d’un vortex, la suspension des spores préparée est mélangé vigoureusement
pendant 15-20 secondes afin d’empécher 1’agglutination des spores La solution est ajustée a 10°

spores/ml a I’aide d’un spectrophotometre réglé a 530 nm (Figure 09).
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Figure 09. Préparation des suspensions fongiques.

La densité optique a laquelle I’inoculum est ajusté varie en fonction de I’espece fongique

et la taille des spores (Tableau 04).

Tableau 04. Densité optique des especes fongiques utilisées durant 1’évaluation de I’activité

antifongique.

Espéce fongique Densité optique (DO)
Aspergillus flavus 0.09-0.011
Aspergillus ochraceus 0.09-0.011
Penicillium expansum 0.09-0.011
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Fusarium avenaceum 0.15-0.17

Pour chaque souche fongique, les suspensions fongiques sont ensemencées a 1’aidé
d’écouvillon sur les surfaces des milieux PDA solidifi¢ dans des boites de Pétri de 9 cm. Le
milieu PDA est par la suite perforé au centre de la boite a I’aide de la partie supérieure d’une
pipette Pasteur stérile. Les nanoparticules sont injectées dans les puits a différents volume (10, 20
et 30 ul).

Les boites sont incubées a 27°C pendant 5 jours (Figure 10).

%

_\‘

Ensemencement des milieux
PDA par inondation de
100pl d’inoculum
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I'inoculum par le

spectrophotométre :
| Culture jeune de
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|
. d"
Injection de 10-20-30p1 de soltion '
' d’AgNPs dans le puis obtenus
A aprés perforation v Incubation 4 27°C ‘ Mesure de activité
| ——  mC— durant 5 jours antifongique

Figure 10. Evaluation de I’activité antifongique des AgNPs biogéniques.
I1.5.2. Détermination de I’activité antibactérienne des AgNPs

Les suspensions bactériennes sont préparées a partir de culture jeunes ensemencées sur
milieu MH. Les colonies isolées sont récupérées a 1’aide d’un écouvillon stérile, puis transférées
dans 9ml d'eau physiologique stérile. Les suspensions préparées sont ensuite melangées dans un
vortex pendant 15 a 20 secondes et les densités optiques sont ajustées a 1’aide d’un

spectrophotomeétre réglé a 600 nm (figure 11).
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Figure 11. Préparation des suspensions bactériennes.

La densité optique a laquelle I’'inoculum est ajusté varie en fonction de l’espece

bactérienne (Tableau 05).

Tableau 05. Densité optique des especes bactériennes a tester.

Espeéce bactérienne Densité optique (DO)

Escherichia coli 0.074
Pseudomonas aeruginosa 0.1

Micrococcus luteus 0.089
Staphylococcus 0.08

Pour chaque souche, les suspensions bactériennes sont ensemencées a 1’aidé d’écouvillon
sur les surfaces des milieux MH solidifié dans les boites de Pétri de 9cm. Le milieu MH est par la
suite perforé au centre de la boite a I’aide de la partie supérieure d’une pipette Pasteur stérile. Les

nanoparticules sont injectées dans les puits a différents volumes (10, 20 et 30ul).

Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 heure, aprés incubation 1’activité

antibactérienne est mesurée.
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11.6. Caractérisations des AgNPs biogeniques formées
11.6.1. Caractérisation spectroscopique des AgNPs biosynthétisées par UV-Visible

Une analyse spectroscopique UV-Vis des AgNPs biosynthétisés est réalisée pour
déterminer la réduction biogénique du précurseur AgNO;. Le spectrophotométre a double
faisceau (SHIMADZU), fonctionnant a une résolution de 1 nm, était utilisé pour exécuter
I'analyse (Bhosale et al., 2014). Le spectre UV-Vis était enregistré sur une plage de 200 a 900

nm.

Photo 03. Spectroscopique UV-Vis (photo capturé au niveau de PTAPC-Lghouat, 2023).

11.6.2. Caractérisation spectroscopique des AgNPs biosynthétisées par spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Les spectres FTIR des AgNPs biosynthétisés sont analysés par un spectrophotomeétre
FTIR (BRUKER), I’analyse est effectué en mode de réflectance diffuse fonctionnant a une
résolution de 4 cm™ (Iravani et al., 2014). Les spectres des AgNPs biogéniques sont enregistrés
entre 4 000 cm™ et 400 cm™.

Photo 04. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) (photo capturé au niveau
de PTAPC-Lghouat , 2023).
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11.6.3. Analyse des AgNPs biosynthétisées par diffraction des rayons X (DRX)

Environ 500 mg de poudre d'AgNPs biogénique est analysé par une diffraction des rayons X
utilisant un diffractometre (Malvern Panalytical) équipé d'un rayonnement Cu-Ka (AKal =
1,5406 A) de 20 = 0,5°-130°, avec incrément de A29 : (0,034°). La tension est fixé a 45 kV, avec
mA. La puissance est ajusté a 1,6 kW et le temps de comptage est de 0,5 s/pas (Ssekatawa et al.,
2021). Les données générées sont analysées par OriginPro et les pics résultants de deux valeurs
théta sont comparés aux valeurs AgNPs standard de la base de données du Centre (CRAPC). La
taille moyenne des nanoparticules est calculée a I'aide de la formule de Debye-Scherrer donnée

comme suit ;
0 =0.9)pcos0,

- g s the crystal particle size,
- B is full width at half maximum (FWHM),
- Aisthe X-ray wavelength,

0 is the angle subtended in peak.

Photo 05. Diffraction des rayons X (DRX) (photo capturé au niveau de PTAPC-Lghouat ,
2023).

11.6.4. Détermination du potentiel zéta

Pour la détermination du potentiel zéta des AgNPs, Malvern Zetasizer Nano-ZS90
(HORIBA Scientific ) était utilisé. La reconstitution des echantillons a été réalisée dans du

tampon phosphate 5 mM pH 7,4 et la mobilité électrophorétique a éte mesurée dans la cellule
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d'électrophorése. Les échantillons ont été exécutés en triple pour déterminer le potentiel zéta
(Farheen et al., 2022).

11.6.5. Microscopie électronique a balayage (MEB)

La taille et la morphologie des AgNPs biosynthétisés est examinées par microscopie
électronique a balayage a émission de champ (Thermoscientific) fonctionnant a 5 kV. En bref, un
film mince d'/AgNPs a été préparé en étalant 1 mg de chaque échantillon sur une bande de
carbone, puis en I'enduisant de carbone. Les images de surface ont été capturées a différents

grossissements. Le logiciel ImageJ est utilisé pour estimer la distribution et la taille des AgNPs.

Photo 06. Microscopie électronique a balayage (MEB) (photo capturé au niveau de PTAPC-
Lghouat , 2023).
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I11. Résultats et Discussions
111.1. Observation microscopique des moisissures par la méthode de micro-culture

Tableau 06. Aspect microscopique des souches fongiques (photos originaux, 2023).

Souches fongiques Observation microscopique Genre
pures

Fusarium avenaceum

Aspergillus ochraceus

Penicillium expansum

Aspergillus flavus

(1) Conidiophore ; (2) Vésicule ; (3) Métules ; (4) Conidies ; (5) phialides ; (6) Macroconidie.
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Fusarium avenaceum

o Macroconidies fusiformes

o Présence de chlamydospores intercalaires
Aspergillus ochraceus

Tétes conidiennes bisériées globuleuses puis en plusieurs colonnes divergentes, de couleur jaune,

ocre -jaune ou chamois

o Conidiophores rugueux, jaune a brun pale, et longs.
o Vésicules globuleuses, hyalines.

o Meétules et phialides produisant des conidies globuleuses a sub-globuleuses.
Penicillium expansum

o Pénicilles longues et compacts, triverticillés ; asymétriques.
o Conidiophores isolés, fasciculés,ou agrégés en corémies.
o Conidiofores lisses ou granuleux.

o Conidies elliptiques, lisses.
Aspergillus flavus

Tétes conidiennes unisériées ou bisériées, radiées, puis se scindant en plusieurs colonnes

sporales <jaunatres au début, puis vert jaune fonce

o conidiophores verrugueux, longs.
o Vésicules sub-globuleuses.
o Sclérotes d’abord blancs, puis virant au brun- rouge fonce et au noir.

o Les phialides sont insérées directement sur la vésicule ou portées par de métules.
I11.2. Résultats des activités biologiques des AgNPs par la méthode de puits
111.2.1. Activité fongique

Les Résultats de 1’activité antifongique évaluée par la technique des puits sont affichés sur le

tableau 07.

Aspergillus flavus et le Fusariums avenaceums étaient les souches les plus résistantes avec

une absence totale de toute activité antifongique dans toute les différentes concentrations par
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contre, Aspergillus ochraceus est sensible au AgNPs (30 ul et 10 ul), cette moisissure est plus
sensible en comparaison avec Penicillium expansum dont la zone inhibition est seulement 12 mm
a20 ul d’AgNPs.

Tableau07. Résultats des activités antifongiques d’AgNPs (photos orignaux, 2023).

Espéce Volume Zone
fongiques AgNPs d’inhibions Résultats
10 - | I
Aspergillus 20 i ‘ D 4 _ 2
flavus %
30 -
10 11
Aspergillus
ochraceus 20 -
30 16
10 -
Penicillium
expansum 20 1
30 -
10 -
Fusarium
avenaceum 20 -
30 -

111.2.2. Activité bactérienne

Les résultats de 1’activité antibactérienne évaluée par la technique des puits sont affichés sur le

tableau 08.
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Selon ces résultats, toutes les souches bactériennes sont sensibles aux AgNPs, en particulier,
Micrococcus luteus a 30pl. Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa sont deux bactéries a
Gram-négative, elles sont sensibles aux AgNPs avec des zones d’inhibitions de 16 et 15.5 mm,
respectivement a 30pl. selon ces résultats, Staphylococcus aureus s’est révélée moins sensible en

comparaison avec les autres bactéries.

Tableau 08. Résultats des activités antibactériennes d’AgNPs (photos orignaux, 2023).

Espéce Volume Zone
bactérienne d’AgNPs  d@’inhibions Résultats
(ul) (mm)
10 13
Escherichia coli 20 15
30 16
10 13
Pseudomonas
aeruginosa 20 15
30 155
10 10
Micrococcus
luteus 20 10
30 19
10 10
Staphylococcus 20 105
aureus
30 12
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Une solution de nanoparticules d'argent biosynthétisées a été préparée a différents volumes.
Sur la base des résultats obtenus a l'aide des tests de dilution tous les isolats bactériens et
quelques souches fongiques se sont averés trés sensibles aux Bio-AgNPs. Les résultats obtenus
ont montré que les ’activité variaient en fonction du volume de 1’AgNPs. Les Bio-AgNPs se sont
avéres avoir un effet significatif contre les isolats testés, Wypij et al. (2018) ont observé une
augmentation de 1'activité antibactérienne contre les cellules bactériennes durant I’utilisation des

AgNPs biogéniques.

Cet effet résultait d'une interaction de liaison entre des molécules bioactifs des groupes
hydroxyle et amino qui pouvaient facilement réagir avec les AgNPs. L'activité antimicrobienne
dépend généralement de la dose et est plus perceptible contre les bactéries Gram négatives que
contre les bactéries Gram positives (Singh et al., 2018). Les cellules Gram négatives, qui ont une
fine couche de peptidoglycane, sont vraisemblablement plus sensibles a la perméation des AgNPs
que les cellules Gram positives, qui ont une couche de peptidoglycane plus épaisse, formant une
barriere efficace contre la pénétration des Bio-AgNPs. Ces résultats sont conformes a ceux
rapportés précédemment (Rai et al., 2009). Lorsque les ions Ag* des AgNPs se lient a la surface
cellulaire chargée négativement, ils modifient les propriétés physiques et chimiques des
membranes cellulaires, altérant les processus critiques tels que la perméabilité, I'osmorégulation,
le transport des électrons et la respiration (Mohanta et al., 2017). Les AgNPs peuvent inhiber
I'activité enzymatique de certaines protéines en se liant aux groupes thiol de la I-cystéine
(Rajeshkumar et Malarkodi, 2014). De plus, en imprégnant la cellule et en interagissant avec
les protéines, I'ADN et d'autres constituants cellulaires contenant du soufre et du phosphore, les
AgNPs peuvent causer des dommages supplémentaires aux cellules bactériennes (Nayak et al.,
2015).

Certain isolat fongique s’est avéré sensibles aux Bio-AgNPs. Un effet fongicide des AgNPs
sur les espéeces fongiques évaluées pourrait s'expliquer par le fait que les nanoparticules agissent

simultanément sur plusieurs cibles (Ishida et al., 2014).
111.3. Caractérisation des AgNPs biogéniques
111.3.1. Caractérisation physicochimique des AgNPs biogéniques

Le potentiel de I’extrait d’actinobactérie a synthétiser des nanoparticules a été établi en

évaluant sa capacité a convertir le sel d'argent en nanoparticules d'argent telles que synthétisées.
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Les ions argent aqueux ont été exposés a l'extrait de la souche bactérienne. La couleur du
mélange réactionnel est passée du rouge rose foncé au brun foncé (photo 07). La transformation
de couleur correspond a l'effet caractéristique de résonance plasmonique de surface (SPR) de

nanoparticules d'argent de différentes tailles.

Les propriétés physicochimiques des AgNPs biogéniques ont été déterminées en utilisant
la spectroscopie d'absorption des plasmons de surface (SPR). Les propriétés SPR dépendent
généralement de la forme de la population de NPs. Plusieurs techniques sont utilisées durant cette

étude et les résultats sont décrites dans les paragraphes qui suivent.

Photo 07. AgNPs biogéniques formées durant cette étude (photo originale, 2023).
111.3.2. Analyse spectroscopique UV-Vis des hanoparticules d'argent

Au départ, une technique spectroscopique d'absorption UV-Vis a été utilisée pour
analyser la synthese des nanoparticules. La figure 12 montre les spectres d'absorption UV-Vis
enregistrés pour les nanoparticules d'argent biogéniques recoltées apres 5 jours de la réaction. Les
résultats indiquent que la solution de réaction a affiché un maximum d'absorption a environ 460
nm qui est attribué au SPR des nanoparticules d'argent biogéniques formées (Lim, 2014). De
plus, de nombreuses études ont révélé que les Bio-AgNPs étaient principalement formés par
spectroscopie UV-vis, avec des pics allant de 420 a 450 nm (Manivasagan et al., 2013 ; Singh
et al., 2018). Ces résultats spectraux recueillis avec un spectrophotométre UV-Vis confirment la
conversion des ions d’argent en Bio-AgNPs. Cela pourrait étre dd aux métabolites secondaires

trouvés dans les cellules réduisant les ions métalliques (Manivasagan et al., 2013).
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Figure 12. Spectres UV-Vis des nanoparticules d'argent formées lors de I'incubation d'AgNO3 (1

M) avec les I’extrait de la souche d’actinobactérie.

Il a été rapporté que la modification du pH du mélange réactionnel modifie la forme et la taille
des nanoparticules car le pH modifie la charge des biomolécules, ce qui peut affecter leurs
propriétés de coiffage et de stabilisation (Verma et Mehata, 2016). De toute évidence, le pH
acide (pH = 5) a inhibé la production de Bio-AgNPs, mais l'intensité de la couleur a augmenté a
mesure que la solution de pH augmente de 6 a 9, ce qui est attribué a l'excitation des
nanoparticules métalliques SPR. Veerasamy et al. (2011) ont rapporté que des nanoparticules se
formaient a pH 4, tandis que des nanoparticules minuscules et hautement dispersées se formaient
a pH 8. Selon Verma et Mehata (2016), I'absorbance des AgNPs augmente de 2 a 8 a mesure

que le pH de la solution augmente, cependant, a des pH tres basique I'absorbance diminue.

Le spectre UV-Vis a 28°C a réveélé un fort pic SPR d'absorption a 442,5 nm avec une
absorbance de 2,6833 u.a. Ces résultats sont conformes a ceux rapportés précédemment
(Veerasamy et al., 2011 ; Singh et al., 2020). Des températures supérieures n’ont pas d’effets

sur 1’absorbance.

33



Etude expérimentale. Résultats et discussions.

Pour obtenir la taille optimale des Bio-AgNPs, la concentrations d’AgNQOj3 doit étre respectées
(ImM). Les augmentations de la concentration d'’AgNOj3 dans le mélange réactionnel entrainent
la formation de Bio-AgNPs supplémentaires. Selon Veerasamy et al. (2011), une concentration
de 5 mM d'AgNO; a favorisé une production rapide, tandis qu'une concentration de 10 et 3 mM
d’AgNO; a deplace le pic du spectrophotomeétre UV-visible dans les extraits de plantes. En
général, les résultats indiquent que l'incubation de la solution d’extrait bactérien a pH 8.5 et une
concentration d’AgNO3 1 mM a 28 ° C sur un agitateur orbital pendant 5 jours dans I'obscurité

était la condition de réaction optimale.
111.3.3. Analyse FTIR

L'analyse infrarouge a transformée de Fourier a été utilisée pour identifier les biomolécules
(groupes fonctionnels organiques et inorganiques) responsables de la bio-réduction des ions
argent (Ag") en AgNPs (Ag®) et du coiffage des Bio-AgNPs produits. Les biomolécules sont
aussi responsables de la stabilisation des nanoparticules d'argent réduites pour empécher leur
agglomération dans le milieu aqueux. Plusieurs pics ont été détectés comme le montre la figure
13.

Le fort pic entre 3000 et 3500 cm* correspond a l'étirement O—H des groupements
alcooliques et phénoliques (Thirunavoukkarasu et al., 2013). Les bandes d'absorption dans la
région de 3 000 & 2 700 cm * sont caractéristiques du groupe C—H des alcanes. Les pics allant de
2 927 et 2 856 cm ' avec une intensité moyenne suggérent un étirement C—H aliphatique et
aromatique. Le pic & 2174 cm* représente I'étirement C=N de R—N=C=S. La bande nette & 1 634
cm™ peut étre attribuée & la liaison amide | des protéines dans I'extrait car la bande dans la région
de 1 680 & 1 500 cm™ a été partagée entre la liaison amide de la protéine (provenant de I'extrait)
(Seyedeh et al., 2012). Les bandes observées & 1300 et 1400 cm * correspondant & I'étirement C—
O ou du groupe carboxyle (Kora et al., 2012). Les bandes de fréquences inférieures a 708 cm—1
peuvent étre attribuées a I'étirement C—Cl avec des vibrations de flexion C-H hors du plan ou
attribué au groupe C-H aromatique (Litvin et Minaev, 2013). Les résultats FTIR ont clairement
révelé la présence de composes phénoliques et de protéines qui sont probablement impliqués dans
la formation des Bio-AgNPs, ainsi que la possibilité que les protéines jouent un rdle important
dans la stabilisation des Bio-AgNPs par coiffage, ce qui empéche lI'agglomération et contribue a
augmenter la stabilité des Bio-AgNPs (Saranyaadevi et al., 2014).
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Figure 13. Spectres infrarouges a transformée de Fourier des Bio-AgNPs dérivés de

Streptomyces sp.
111.3.4. Analyse de diffraction des rayons X

Une analyse par diffraction des rayons X a généré 09 pics pour les AgNPs biosynthétisés
positionnés a 2 0 angles de 27,9°, 32,2°, 38,2°, 44,4°, 46,3°, 54,8°, 57,6°, 64,5° et 77,4 °.
Cependant, 38,2°, 44,4°, 64,5° et 77,4° correspondaient aux plans cristallins (111), (200), (220) et
(311), respectivement. A partir des modéles XRD, la taille moyenne des nanoparticules
cristallites d'argent a été calculée a l'aide de la formule Debye — Scherrer. La taille moyenne des
nanoparticules cristallites d'argent synthétisées variait de 10.93 a 36.98 nm (moyenne = 24.02
nm) (Figure 14).
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Figure 14. Modéle XRD pour les Bio AgNPs synthétisés.
111.3.5. Charge de surface des AgNPs mesurée par le potentiel Zéta

Le potentiel zéta est une propriété physique liée a la charge de surface nette des
nanoparticules. En fonction de I'ampleur et de la nature de la charge, les particules peuvent se
repousser (en raison de la force d'explosion de Coulomb) empéchant finalement I'agglomération
des nanoparticules telles que synthétisées. La stabilité des NP a été bien corrélée avec le potentiel
zéta allant de 0 mV a -30 mV. Les AgNPs tels que synthétisés se sont avérés avoir un potentiel
zéta d'environ -21.8 mV (figure 15). Un fort potentiel zéta négatif confére une dispersité
exceptionnelle, une nature colloidale, une stabilité a long terme et aucune agrégation de

nanoparticules (Mohanta et al., 2017).
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Figure 15. Analyse du potentiel zéta des Bio AgNPs.
111.3.6. Microscopie électronique a balayage

La synthése verte des nanoparticules d'argent a été confirmée par des images MEB
représentatives de nanoparticules d'argent générées en utilisant du AgNOs3. La concentration
utilisée durant la biosynthése a favorisé I'apparition d'une population largement homogéne de
nanoparticules de petite taille. Diverses particules de forme triangulaire, hexagonale et ovoide

dans la plage de taille de 10 a 40 nm sont remarquées (figure 16).

% HFW mag ® HV spot det WD
® 20.7 pm 10 000 x 10.00 kV 12.0 ETD 4.9 mm 1.12E-4 Pa

Figure 16. Images par MEB d'AgNPs biosynthétisés.
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PERSPECTIVES



Conclusion générale et perspectives.

Conclusion générale et perspective
Les travaux présentés dans cette thése concernent la création d'AgNPs en utilisant un
procédé vert. Cette étude vise également a évaluer I'activité biologique des AgNPs géneérées. Pour

cela, nous avons sélectionné une souche d’actinomycétes afin de synthétiser des nanoparticules.

Dans ce travail, des nanoparticules d'argent ont été synthétisées par la méthode de
synthése verte en utilisant I'extrait d’actinomyceétes. Les AgNPS synthétisées ont été caractérisées
pour déterminer leurs propriétés physicochimiques. L’activité antimicrobienne des AgNPs est

aussi évaluée.

Différentes techniques sont utilisées pour caractériser les nanoparticules a savoir UV-VS,
FTIR, DRX et MEB. Les résultats montrent que ces particules peuvent sont synthétisées dans des

conditions optimales conduisant a la formation de nanoparticules d'argent.

L'activité antibactérienne, qui a été menée sur quatre souches bactériennes différentes, a
montré que toutes les souches bactériennes (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus) étaient sensibles aux nanoparticules d’argent.
L’activité antifongique de quatre souches fongiques différentes de Fusarium avenaceum,
Aspergillus ochraceus, Penicilium expansum, et Aspergillus flavus. Aspergillus ochraceus et
Penicilium expansum étaient sensibles aux nanoparticules d’argent, cependant les deux autres

souches sont révélées moins sensible.

Nos résultats montrent clairement que les conditions de synthése verte par la souche
d’actinobactérie ont conduit a la génération de nanoparticules dotées d’activité antimicrobienne

avec des caractéristiques physicochimiques recherchés
Comme perspective pour cette étude

- Détermination de I’activité antioxydant des AgNPs
- Etude la toxicité des AgNPs

- Evaluation de I’activité anticancéreuse des AgNPs
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ANNEXE.



Annexe

Composition des milieux de culture

e Milieu PDA (Potatoes Dextrose agar)

Pomme de terre (macération 500ml de filtrat) | 200 g

Dextrose 109
Agar 15¢
Eau distillée 1000 ml

e Milieu MH (Mueller-Hinton)

Infusion de viande de boeuf 300 ml
Peptone de caséine 175¢g
Amidon de mais 159
Agar 109

e Milieu SCA (Starch Casein Agar)

Amidon 109
KNO; 29
K,HPO 42 g
NaCl 29
Caséine 0,39
MgS04 .7H20 0,05¢
CaCo3 0,029
FeSO4.7H20 0,01¢
Agar - agar 18.09g
Eau distillée 1 000 ml




Annexe

e Bouillon nutritif

Peptones 109
Extrait de beeuf 19
Extrait de levure 290

Chlorure de sodium

5¢




