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Résume :

Les nanoparticules d'argent (AgNPs) sont connues comme des diffuseurs et des absorbeurs de
lumiére efficaces en raison de leurs fortes interactions avec la lumiére visible par le biais du
phénoméne de résonance plasmon de surface (SPR). La fréquence locale LSPR dépend
fortement de la taille, de la forme et du milieu diélectrique entourant les nanoparticules. Dans
ce cas, notre travail est axe sur la synthese de nanoparticules d'argent pour des applications
medicales.

La synthese de nanoparticules d'argent de différentes tailles a été réalisée en utilisant
différentes concentrations molaires d'AgNQO3 (0,0015, 0,0025, 0,0030, 0,0035 mole). AgNOs,
PVP, acide benzoique, sont utilisés en tant que précurseur, stabilisant, agent réducteur, dans
deux solvants différents (éthanol et méthanol). Les nanoparticules synthétisées ont été
caractérisées par spectroscopie UV-Visible a différentes températures. Les résultats montrent
la présence d'un pic d'absorption aux alentours de 440 nm.

De plus, nous avons prouvé que le phénomene d'agglomération est plus important, en milieu
méthanol que dans I'éthanol.

Les nanoparticules synthétisées a température ambiante dans un milieu solvant éthanol avec
les différentes concentrations du préecurseurs AgNO3 citée plus haut ont été caractérisees avec
la microscopie électronique a transmission TEM et la technique de diffusion dynamique de la
lumiere DLS. Il a été constate qu'en variant la valeur du rapport entre AGQNO3 et PVP mais en
gardant la méme quantité d'acide benzoique, différentes formes de NP d'argent, telles que des
formes sphériques, ellipsoidales, triangulaires, hexagonales et octaédriques sont révélée par
la microscopie TEM.

Les différentes formes de nanoparticules d’argent obtenues sur ces quatre solutions
colloidales ont un rapport d’aspect allant de 1 a 1.9 et une taille moyenne au alentour de 10
nm. Les résultats obtenus par la technique de diffusion dynamique de la lumiere DLS ont
confirmé les résultats obtenus par TEM ou ils ont montré une distribution homogeéne des
nanoparticules d’argent.

Enfin , une nouvelle approche nano-thérapeutique efficace et peu couteuse alliant les
nanoparticules d’argent aux antibiotiques conventionnels a été étudi€¢ contre différentes
bactéries  multi-résistantes a  savoir:  Staphylococcus aureus ,Pseudomonas
aeruginosa,Acinetobacter baummanni, Echerichia coli, et staphylocoque a coagulase négative
Les nanoparticules d’argent ont montré une activité antibactérienne efficace sur les souches
testées ,ainsi qu’une activité antibactérienne synergétique avec différents antibiotiques qui se
sont révélés inefficaces contre ces mémes bactéries pathogenes. Nous avons donc constaté,
que l’activité antibactérienne des différents antibiotiques a augmenté en présence de
nanoparticules d’Argent. La taille, la forme, et la concentration des nanoparticules d’argent
semble jouer un réle important dans leurs mecanismes d’actions.



sSummary :

Silver nanoparticles (AgNPs) are known as effective diffusers and light absorbers because of
their strong interactions with visible light through the surface plasmon resonance (SPR)
phenomenon. The local frequency LSPR strongly depends on the size, shape and dielectric
medium surrounding the nanoparticles. In this case, our work is focused on the synthesis of
silver nanoparticles for medical applications.

The synthesis of silver nanoparticles of different sizes was performed using different molar
concentrations of AgNO 3 (0.0015, 0.0025, 0.0030, 0.0035 moles). AgNO3, PVP, benzoic
acid, are used as precursor, stabilizer, reducing agent, in two different solvents (ethanol and
methanol). The synthesized nanoparticles have been characterized by UV-Visible
spectroscopy at different temperatures. The results show the presence of an absorption peak
around 440 nm.

In addition, we have shown that agglomeration is more important in methanol than in ethanol.

The nanoparticles synthesized at room temperature in an ethanol solvent medium with the
different concentrations of the precursor AQNO3 mentioned above were characterized with
the transmission electron microscope TEM and dynamic light scattering technique DLS. It has
been found that by varying the value of the ratio between AgNO 3 and PVP but keeping the
same amount of benzoic acid, different forms of silver NP, such as spherical, ellipsoid,
triangular, hexagonal and octahedral shapes are revealed. by TEM microscopy.

The different forms of silver nanoparticles obtained on these four colloidal solutions have an
aspect ratio ranging from 1 to 1.9 and an average size around 10 nm. The results obtained by
the DLS dynamic light scattering technique confirmed the results obtained by TEM where
they showed a homogeneous distribution of silver nanoparticles.

Finally, a new, effective and inexpensive nano-therapeutic approach combining silver
nanoparticles with conventional antibiotics has been studied against various multi-resistant
bacteria namely : Staphylococcus aureus ,Pseudomonas aeruginosa,Acinetobacter baummanni,
Echerichia coli, and coagulase-negative staphylococcus. The silver nanoparticles showed
effective antibacterial activity on the tested strains, as well as synergistic antibacterial activity
with different antibiotics which proved to be ineffective against these same pathogenic
bacteria. We therefore found that the antibacterial activity of different antibiotics increased in
the presence of silver nanoparticles. The size, shape, and concentration of silver nanoparticles
seems to play an important role in their mechanisms of action.
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INTRODUCTION GENERALE

En raison de leurs caractéristiques uniques et de leurs potentielles applications, les

nanoparticules métalliques ont trouvé leur chemin dans de nombreuses industries .Les
nanoparticules métalliques avec une géométrie spécifique, une taille, et des propriétés
optiques trouvent leur intérét dans de nombreuses applications biomédicales telles que la

bio-imagerie, le diagnostic, et la thérapeutique.

En effet, les nanoparticules peuvent étre fabriquées avec une grande précision dans une
variété bien définie de structures telles que les sphéres, les tiges et les fils. En outre les
nanoparticules des métaux nobles présentent de fortes réponses optiques se situant dans le
domaine visible, ou infrarouge proche, d’ou leurs potentiels applications dans plusieurs

domaines telles que le domaine médical (imagerie, photothérapie) ou les capteurs.

Les nanoparticules de metaux nobles presentent la particularité d'exalter les champs de
surfaces lors de l'interaction avec une onde électromagneétique : C'est la résonance des
plasmons de surface localisee (Localised Surface Plasmon Resonance LSPR); cette
propriété est utilisée pour des applications médicales , en particulier pour augmenter
I'efficacité des agents de contraste dans I'imagerie médicale ou bien en photo-thermie ou
I'exaltation du champ en présence de ces nanoparticules demande une puissance de laser

faible, en particulier pour la destruction des cellules cancéreuses avec un ciblage pointu.

En outre, Les nanoparticules d’argent suscitent un intérét croissant dans le domaine de la
lutte contre les bactéries multi résistantes aux antibiotiques. Les nanoparticules d’argent

présentent un large spectre d’activité bactéricide.

Afin de satisfaire aux exigences des applications des nanoparticules d’argent AgNPs,
diverses méthodes ont été adoptées pour la synthese et la fabrication de ces dernieres. En
général, les méthodes physiques et chimiques classiques sont utilisées. D’autres méthodes de
synthese ont vu le jour ces dernieres années, en particulier les méthodes biologiques ou par

réduction chimique.

Apreés la synthése, une caractérisation précise des particules est nécessaire car les propriétés
physicochimiques d’une particule pourraient avoir un impact significatif sur leurs applications

Les caractéristiques des nanomatériaux, telles que la taille, la forme, la distribution



granulométrique, la surface, la forme, la solubilité, I’agrégation, etc..., doivent étre évaluées
avant d’évaluer la toxicité ou la biocompatibilité. Pour évaluer les nanomatériaux synthétisés,
de nombreuses techniques analytiques ont été utilisées, notamment la spectroscopie visible
ultraviolette (spectroscopie UV-vis), la diffusion dynamique de la lumiere (DLS), la
microscopie électronique a transmission (TEM).

C’est dans cette optique que s’est inscrit notre thése. En effet nous avons en premier lieu
élaboré des nanoparticules d’argent. Un protocole de synthése de ces nanoparticules a été
proposé. Les nanoparticules d’argent ont été préparées par réduction chimique dans deux
milieux dispersifs différents : I’éthanol et le méthanol. Le nitrate d’argent a été utilisé comme
précurseur et I’acide benzoique comme agent réducteur. Deux parametres ont €té considérés :
La variation de la concentration du précurseur ainsi que la tempeérature de synthése des
nanoparticules. La formation de nanoparticules d’argent a été suivie par spectroscopie

d’absorption UV-Vis.

La microscopie TEM et DLS ont été utilisées pour obtenir des informations structurelles et

morphologiques.
En effet, notre travail se réparti sur quatre chapitre :

Dans le premier chapitre, nous présentons un état de I’art sur les nanoparticules, leurs

propriétés, les méthodes de synthese, et leurs applications.

Dans le deuxieme chapitre, nous présentons les trois différentes techniques de
caractérisation utilisées dans notre étude, a savoir: La microscopie électronique a
transmission (MET), la technique de diffusion dynamique de la lumiere (DLS) et enfin la

spectroscopie d’absorption UV-visible

Dans le troisieme chapitre, nous présentons notre protocole de synthése des nanoparticules
¢laborées, ainsi que les résultats de caractérisation obtenus, pour I’évaluation des propriétés
structurelles et morphologiques des nanoparticules par les techniques de caractérisation TEM

et DLS et les résultats de caractérisation optiques par spectroscopie UV-visible.

Dans le dernier chapitre, nous présentons les résultats de 1’activité antibactérienne des
solutions de nanoparticules d’argent sur différentes bactéries multi résistantes Staphylococcus
aureus ,Pseudomonas aeruginosa,Acinetobacter baummanni, Echerichia coli, et staphylocoque a

coagulase négative.



| Chapitre : Etat de D’art sur les propriétés des
nanoparticules de métaux nobles et leurs

applications.



I .1Introduction
Dans ce premier chapitre, nous avons présenté un état de I’art sur les nanoparticules de
métaux nobles, leurs propriétés optiques, leurs différentes méthodes de syntheése telles que :
Les méthodes physiques, biologiques, organométalliques, photochimiques et en particulier les
méthodes de synthese chimiques et enfin leurs applications biomédicales telles que: La
détection biomédicale et I’imagerie ainsi que la photothérapie. Nous nous intéresserons plus
particulierement aux potentiels antimicrobiens des nanoparticules d’argent et les facteurs qui

les influencent.

| .2 Définition d’une nanoparticule
La taille est un important facteur pour définir les nanoparticules. Un nanomatériau est definit
par ’organisation internationale de normalisation en tant que terme recouvrant a la fois les
nano-objets et les matériaux nanostructures.
Un matériau nanostructuré a une structure interne ou de surface a I’échelle nanométrique.
Parmi ces matériaux nanostructurés, on utilise le terme de nano-objet dans le cas ou le
matériau a une, deux ou trois dimensions externes a 1’échelle nanométriques.
Si 1 dimension externe est inferieure a 100 nm, ce sont les nanoplaques (nano feuille , nano
couche ,nano revétement ).
Si 2 dimensions externes sont inférieures a 100 nm, ce sont des nanofibres ( nanofibres
creuses :nanotubes , nanofibres pleines :nanotiges, nanofibres électriquement conductrice ou
semi-conductrice :ce sont les nanofils).
Si les3 dimensions externes de ce nano-objet sont inférieures a 100 nm: ce sont
des nanoparticules (Voir figurel-1).
Ce seuil de taille largement populaire de 1-100 nm a été ensuite reconsidéré .Un matériau
ayant aux moins une dimension externe inferieure a 100 nm est considéré comme
nanomatériau. Aussi, un mélange de particules libres, sous forme d’agrégats ou sous forme
d’agglomérat avec différentes tailles peut étre considéré comme nanomatériau aussi
longtemps qu’au moins 50% des particules (en nombre) présentent une ou plusieurs

dimensions externes se situant entre 1 et 100 nm.
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Figure 1-1 Hiérarchie des termes d‘apres le comité de normalisation des
nanotechnologies [1]

I .3Les nanoparticules de métaux nobles et leurs propriétés optiques
Les nanoparticules metalliques (MNP) se caractérisent par différentes propriétés, en fonction
de leurs tailles et de leurs formes structurelles typiques. Un rapport surface /volume élevé
conféere aux nanoparticules différentes proprietes par rapport aux mémes matériaux a I’échelle
macroscopique. Les changements sont dus aux effets quantiques : variation de la structure
¢lectronique, nombre d’atomes de surface ¢levé, ’augmentation des liaisons non saturées

(liaisons pendantes) et variation de la bande interdite.

Un atome a des niveaux discrets et un métal massif des niveaux continus, c'est-a-dire des
bandes (Voir figure 1-2), principalement la bande de valence et la bande de conduction pour
un métal tel que I’or. Les niveaux électroniques d’une nanoparticule se situent quant a eux
entre ceux de I’atome et ceux du métal massif. Ils sont dégénérés par rapport a ceux de

I’atome mais restent discrets.
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Figure 1-2 Schéma de I'évolution de la structure électronique de I'or [2].

I .3.1 La résonance plasmon de surface localisée (LSPR):

Les nanoparticules de métaux nobles sont des absorbeurs et diffuseurs de lumiére tres
efficaces en raison du phénomene de résonance plasmon de surface localisee [3] .Lorsque les
nanoparticules métalliques ont une taille trés inferieure a la longueur d’onde de la lumiére
absorbée, elles agissent comme des dipdles en présence de la radiation électromagnétique. La
composante électrique du champ électromagnétique va déplacer les électrons de conduction
de leur position d’équilibre pour créér des charges non compensées qui vont produire une
force de rappel qui est la polarisation de la surface de la nanoparticule metallique (Voir

figurel-3).

L’excitation cohérente et collective des électrons de conduction libre produit une forte bande
d’absorption et une diffusion de la lumiere par les particules .Ces oscillations cohérentes sont
appelées bande de résonance de plasmons (SPR band). La résonance de plasmons SPR

conduit a un champ électrique local renforcé pres de la surface des particules [4].



Figure 1-3 Origine de la résonance plasmonique de surface due a l'interaction cohérente
des électrons dans la bande de conduction avec la lumiére [5]

I .3.2 Facteurs influencant la résonance plasmon de surface :

La largeur de la bande d’absorption et la fréquence de résonance de plasmon de surface
dépendent de plusieurs facteurs comme la taille , la forme (Voir figure 1-6) [6] [7] ou la
concentration [8] (Voir figure 1-4) ,elle dépend aussi des constantes optiques de la

nanoparticule et le milieu diélectrique environnant[9] [10] (Figure I-5).

Récemment, des nanoparticules d’argent de différentes formes ont été synthétisées. Sphéres
[11] [12], cubes [13] [14], triangles [15] , batonnets[16] [17] , hexagones [18] ,nano
plaques [19] , ellipsoides [20] [21], fils [22] .Chaque forme a différentes propriétés
optiques allant de la région UV a la région infrarouge .Les nanoparticules sphériques
exhibent des propriétés optiques dans la région visible ,tandis que les nano batonnets et les
nano cubes présentent des bandes d’absorption dans deux régions; visible (bande
transversale ) et infrarouge (bande longitudinale) (Voir figure 1-7) . Ces dernieres attirent
beaucoup ’attention des chercheurs car la couleur de la lumiére diffusée peut étre ajustable
de la région visible a la région infrarouge en contrélant simplement leur rapport d’aspect (La

longueur /la largeur du nano batonnet).
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Figure 1-4 A GAUCHE : Images TEM de nano sphéres d’Au (a), de nano-tiges (b) et de
nano-prisme d’Ag(c). A DROITE: Photographies de dispersions colloidales de
nanoparticules d'alliage Au Ag avec une concentration croissante en Au (d), des nano tiges
d’Au de rapport d'aspect croissant (e) et des nano prismes d’Ag avec une taille latérale

croissante (f).[8]
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Figure I-5 Spectres expérimentaux de nano-batonnets d'or dans différents solvants (a
gauche) et modification de la position longitudinale de la bande de plasmon avec indice de

réfraction (a droite)[9]
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Figure 1-6 Diffusion intense de la lumiére par les nanoparticules de différentes formes
allant de la région visible pour les nanoparticules sphériques (b)[6] a la région infrarouge
pour les nano-batonnets (a) [7] .
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Figure 1-7 Gauche: Spectre d'absorption UV-vis expérimental d'un échantillon de nano-
batonnets d'or avec un facteur de forme moyen de 3,3. La bande a 525 nm est appelée
réesonance plasmonique transversale, tandis que celle centrée a 740 nm est appelée
absorption longitudinale [23]



| .3.3 Propriétés induites dans une nanoparticule :

L’excitation SPR des nanoparticules de métaux nobles induit un champ électrique local qui
améliore fortement le rendement quantique de photoluminescence (PL) des nanoparticules
.Cette derniere devient possible grace a la recombinaison inter bande électron-trou dans les

nanoparticules d’argent [24],les nanoparticules d’Or [25] et cuivre [26].

La diminution de la taille des nanoparticules augmente l'intensité des spectres de PL
indiquant une amélioration de I’efficacité PL [24]. Par exemple les nano batonnets ont une
efficacité PL de 1’ordre de 10* [27] qui est une grande amélioration en comparaison avec la
valeur de [Defficacit¢ PL de 10° obtenue sur un film d’or lisse [25]. La PL des
nanoparticules de métaux nobles  peut étre fortement améliorée par différentes
stratégies telles que la modification de la surface du noyau métallique avec différents types
de ligands [28] ,en modifiant la taille ou en dopant le noyau métallique avec d’autres

atomes métalliques [29], et aussi en exploitant les émissions induite par I’agrégation [30].

I .3.4 Fonctionnalisation de surface des nanoparticules de métaux nobles :

La fonctionnalisation c’est la fixation de bio-macromolécules a la surface d’une
nanoparticule, comme par exemple des anticorps, des peptides, des glucides, des

oligonucléotides a brin unique etc... Dans ces cas la on parle de nanostructures

bio-conjuguées ou la molécule conjuguée a une sonde est utilisée uniquement pour le

couplage avec une cible tandis que le noyau métallique sert de marqueur optique.

Les nanoparticules de métaux nobles peuvent étre fonctionnalisé par des groupes Hydroides
(-OH), Carboxylate (-COOH), Amines (-NH2) qui sont particulierement important, pour des
applications de bio détection. Plus important encore ,les nanoparticules de métaux nobles ont
I’avantage d’avoir une forte affinité avec les groupes thiols (-SH) et disulfures (-S-S-) [31]
[32]. L'efficacité des méthodes de modification repose sur l'adsorption physique,
I'immobilisation non covalente et covalente [33] [34]. La fonctionnalisation de nanoparticules
magnétiques par des particules métalliques inorganiques telles que I’argent ou l'or est

devenu récemment particulierement populaire, [35] .
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Figure 1-8 Possibilités de fonctionnalisation de la surface externe des nanoparticules
métalliques (en haut) ou de nanoparticules de silice (en bas) a I'aide de ligands [36]

I .4Méthodes de synthese des nanoparticules métalliques

I .4.1 Méthodes physiques

La synthese des nanoparticules metalligues par des méthodes physiques  utilise
habituellement les énergies physiques pour produire des nanoparticules avec une distribution
presque étroite. L’approche physique permet de produire de grandes quantités d’échantillons
en un seul procédé.

Dans les méthodes physiques, les nanoparticules sont préparées par évaporation-condensation
a laide d'un four tubulaire a la pression atmosphérique Des nanoparticules de divers
matériaux, comme Ag, Au, PbS et fulleréne, ont déja été produites a I’aide de la technique
d’évaporation/condensation [37], [38]. Des méthodes physiques conventionnelles, notamment
la décharge d'étincelles et la pyrolyse, ont été utilisées pour la synthése d'AgNPs [39], [40].
Les avantages des méthodes physiques sont la rapidité, l'utilisation de radiations en tant
gu'agents réducteurs et l'absence de produits chimiques dangereux, mais les inconvénients
sont un faible rendement et une consommation d'énergie élevée, une contamination par les

solvants et un manque de distribution uniforme [41]-[45].
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Le processus physique de syntheése des nanoparticules métalliques par condensation-
évaporation, pourrait étre effectué au moyen d’un four a tube a la pression atmosphérique. Le
matériau de la source est centré au four tubulaire et vaporisé dans un gaz porteur.

Cependant, la production de nanoparticules métalliques a 1’aide d’un four a tube comporte
plusieurs inconvénients, ce dernier occupe un grand espace, consomme beaucoup d’énergie
tout en augmentant la température ambiante autour du matériau source et exige beaucoup de
temps pour atteindre la stabilité thermique. Un four a tube type nécessite une consommation
d’énergie de plus de plusieurs kilowatts et un temps de préchauffage de plusieurs dizaines de
minutes pour atteindre une température de fonctionnement stable.

Des nanoparticules d’argent ont été synthétisées avec une ablation laser de matériaux en vrac
métalliques en solution [46], [47]. L’un des avantages de I’ablation laser par rapport a
d’autres méthodes conventionnelles de préparation des colloides métalliques est 1’absence de
réactifs chimiques dans les solutions. Par conséquent, les colloides purs, utiles pour d’autres
applications, peuvent étre produits par cette méthode.

Le procedé de dépbt chimique en phase vapeur (CVD) necessite le déepdt d'un film de
catalyseur métallique (par exemple, du nickel, du cobalt ou du fer) sur un substrat. Aprés la
nucléation du catalyseur par attaque chimique ou recuit thermique, un meélange gazeux
contenant le carbone est injecté dans la chambre de réaction. Cette technique permet de
préparer différents types de colloides métalliques, ceci dit elle a certaines limites qui

empéchent d’obtenir des nanoparticules dispersées.

| .4 .2 Méthodes biologiques

Les méthodes de synthéses biologiques fournissent un large éventail de ressources pour la
synthese des nanoparticules métalliques[48]-[51], Ces méthodes ont une approche plus
respectueuse de I’environnement ainsi qu’une technique a faible colit. Cependant, il n’est pas
facile d’obtenir une grande quantité de nanoparticules en utilisant la synthése biologique.

Les méthodes de synthése biologiques utilisent des agents réducteurs naturels tels que les
polysaccharides [52], les micro-organismes biologiques comme les bactéries et les
champignons ,ou aussi des extraits de feuilles de plantes [53].Cette « chimie verte » est
apparues comme une solution de rechange simple et viable aux procédures synthétiques
chimiques plus complexes pour obtenir des nanoparticules métalliqgues . On sait que les
bactéries produisent des maticres inorganiques, qu’elles soient intracellulaires ou

extracellulaires[54]. Cela en fait des bio-usines potentielles pour la synthese de nanoparticules
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comme l’or et I’argent. En particulier, 1’argent qui est bien connu pour ses propriétés

biologiques [55].

| .4 .3 Méthodes organomeétalliques

L’utilisation de précurseurs organométalliques permet la synthése de nanoparticules
métalliques dans des conditions trés douces de température et de pression [56]-[58]. La taille,
la forme et la surface des particules peuvent ainsi étre contrélées. Cette méthode peut étre
¢tendue a la synthése de nanoparticules bimétalliques, par exemple d’anisotropie magnétique

contrdlée, ou de nanoparticules d’oxydes semi-conducteurs

La procédure de synthése consiste a ¢liminer les ligands d’un complexe organométallique
dans les conditions les plus douces possibles (température ambiante ou inférieure, pression de
gaz faible) et avec le minimum de réactifs potentiellement polluants. Le cas ideal est la
réaction d'un précurseur oléfinique avec du dihydrogéne qui conduit a la production d'un
alcane incapable dans ces conditions de produire des liaisons fortes avec la surface métallique
en croissance. Les atomes «nus» produits dans ces conditions se condenseront pour produire
des nanoparticules. Lorsque le stabilisant est un polymere, il n’existera que peu d’interactions
électroniques entre le polymére et la particule, ce qui peut donc présenter des proprietes

physiques similaires a celles observées sous vide ou méme en phase gazeuse.

Une autre approche peut étre le déplacement des ligands de surface par un gaz réactif tel que
le CO, conduisant a des intermédiaires instables qui finissent par se condenser en particules.
Dans ce dernier cas cependant, le CO sera toujours présent a la surface des grappes en
croissance, ce qui modifiera leur composition chimiques. Les conditions de réaction
(température, pression de gaz, concentration de précurseurs et de stabilisants) auront une forte

influence sur la nature des particules formées et d’abord sur leur taille.

| .4.4 Méthodes photochimiques

Les stratégies de synthése photo-induites ont également été développées par exemple pour la
synthése de nano tiges d’Or [59],des nanoparticules d’argent de formes decahedriques[60] ou
hautement fluorescente[61], [62] ont synthétisé des nanoparticules d’argent par photo
réduction d’AgNO3 dans des suspensions d’argile inorganique en couches, qui servent

d’agent stabilisateur qui empéche les nanoparticules d’agréger. L’irradiation a désintégré les
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AgNPs en tranches plus petites avec une distribution & mode unique jusqu’a ce qu’une
distribution de taille et de diametre relativement stables soit atteinte. Cependant, cette
méthode exige des équipements a codt élevé et un environnement expérimental.

La voie photochimique est un moyen prometteur pour former in situ un nano composite de
meétaux nobles & semi-conducteurs en réduisant les ions de métaux nobles adsorbés a la
surface d’un semi-conducteur [63] . Il est bien connu qu’un semi-conducteur peut étre excité
puis générer des électrons (e-) et des trous (h +) dans la bande de conduction (CB) et la bande
de valence (VB) si I’énergie des photons de la lumiére incidente est supérieure a celle de la
bande interdite du semi-conducteur (figurel). Dans cette étude, les nanoparticules de TiO2
ont une taille 200-400nm .et les nanoparticules de Pt, Au et Pd a sa surface mesurent 1 nm,
5 nm et 5 nm, respectivement, et le diamétre des nanoparticules d’Ag est compris entre 2 a 20
nm.

® M NPs

b

Figure 1-9 Voie photochimique pour la formation de nano composite M @ TiO2. CB:

TiO, M NPs@TiO,

bande de conduction; VB: bande de valence; M: Ag, Pd, Au, Pt; e— électrons photo

exciteés; h +: trous photo excités; NPs: nanoparticules [63].

| .4.5 Méthodes électrochimiques

Les nanoparticules peuvent étre préparées par la méthode de déposition électrochimique
développée par Reetz en 1994. Cette méthode permet par exemple de produire des nano tiges

d’Or avec un haut rendement et un rapport d’aspect de 4 [64].

La synthese électrochimique consiste a utiliser de I'énergie électrique pour induire un
changement chimique. Utiliser de I'électricité pour remplacer des réactifs chimiques toxiques
et colteux. Cela permet des syntheses plus propres et moins chéeres avec une plus grande

efficacité de production et un codt réduit. Cette méthode se déroule en 6 étapes élémentaires :

e Dissolution oxydative d'anode en métal
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Migration de I'ion métallique vers la cathode

Réduction et formation d'atomes métalliques a la cathode

Nucléation et croissance des particules métalliques en solution

Stabilisation des nanoparticules métalliques par des agents protecteurs colloidaux

Cette méthode de synthése présente un avantage par rapport a la réduction chimique qui est
I’absence de polluants secondaires générés durant la réaction .Aussi, les différents parametres
tels que la densité de courant, le temps, temperature ; distance entre électrodes et la polarité
du solvant peuvent étre contr6lé durant la réaction, résultant a un grand control de la taille des

particules

| .4.6 Méthodes chimiques

La méthode chimique est une méthode dans laquelle on part d’un précurseur moléculaire pour
le faire ensuite nucléer, se condenser et éventuellement s’agréger, 1’idée étant d’inhiber sa
croissance une fois ses caractéristiques jugées satisfaisantes. Cette derniére methode permet

un bien meilleur contrdle de la taille de I’objet final.

En geénéral, le processus de synthése chimique des nanoparticules métalliques en solution
utilise habituellement trois principaux composants : (i) les précurseurs metalliques, (ii) les

agents réducteurs et (iii) les agents stabilisateurs.

La formation de solutions colloidales a partir de la réduction des sels d’argent comporte deux
étapes de nucléarisation et de croissance subséquente. Il est également révélé que la taille et la
forme des nanoparticules synthétisées dépend fortement de ces étapes [65]. Le processus de
formation peut se décomposer en deux étapes qui sont la nucléation, c'est-a-dire la formation
d’un nucléi a partir d’un précurseur du métal, puis la croissance du germe. C’est & ce stade
que va intervenir ce que l’on appelle I’agent stabilisant, qui va servir a limiter cette
croissance. Il est possible de contréler la nucléation initiale et la croissance subséquente des
noyaux initiaux en ajustant les paramétres de réaction comme la température de réaction, le
pH, les précurseurs, les agents de réduction (par exemple NaBH4, éthyléene glycol, glucose) et
les agents de stabilisation (PVA, PVP, oléate de sodium).Récemment, il a été découvert que le
polyvinylpyrrolidone (PVP) un stabilisant populaire dans les synthéses de nanoparticules

posseéde une capacité réductrice pour Ag + [66].
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1.4.6.1 Colloides de nano sphéres

A T’heure actuelle, les protocoles de synthése de nanoparticules colloidales les plus
populaires impliquent la réduction de HAUCI4 (acide tétrachloroaurique, TCAC) par divers
agents réducteurs. En 1951, Turkevich et al.ont introduit cette méthode tres pratique du
citrate, qui a été développée par [67] pour produire des particules relativement mono-
disperses d’un diametre moyen contrdlé de 10 a 60 nm. On peut fabriquer des particules plus
petites en utilisant du borohydrure de sodium, un mélange de borohydrure avec EDTA (5
nm) [68] ou du thiocyanate de sodium ou de potassium [69] (1 a 2 nm). Pour les particules
de plus de 20 nm, la méthode du citrate donne des particules allongées [70]. Pour améliorer la
forme des particules de grande taille, plusieurs approches ont été suggérées [71]. Les
différents progres et défis de la fabrication de nanoparticules d’argent ont été examinés dans
[72].

1.4.6.2 Nano tiges métalliques

La résonance plasmon ( RP) des nano tiges d’or ou nanorods en anglais (NRs) peut
facilement étre ajustée sur 650 a 1500 nm par variation simple de la longueur ou du rapport
d’aspect des NRs. Historiquement, la premiere fabrication de NRs d’or a été effectuée en
utilisant la méthode de dépbt électrochimique dans une membrane poreuse[73]. Peut-étre,
[64] ont été les premiers a introduire une combinaison d’additifs surfactants et une procédure
d’oxydation/réduction électrochimique pour préparer des NR d’or colloidales avec une
épaisseur moyenne d’environ 10 nm et un rapport d’aspect variant de 1,5 a 11. A I’heure
actuelle, le protocole le plus populaire est un protocole assisté par la CTAB en deux étapes,
qui a fait I’objet d’un processus de lancement et qui a été suggéré par les groupes Murphy
[74] et El-Sayed [75] (CTAB, 188; bromure de cétyltriméthylammonium). A I’étape 1, les
particules d’or de semence sont formées par I’ajout de borohydrure de sodium aqueux a une
solution aqueuse mixte CTAB et TCAA. A D’étape 2, les NRs d’or sont cultivées en ajoutant
les graines d’or a une solution de croissance contenant CTAB, nitrate d’argent, TCAA et

acide ascorbique. En général, les NRs peuvent pousser pendant la nuit sans remuer.

Pour améliorer la qualité des échantillons préparés, on peut utiliser la séparation dans un
gradient de concentration de glycérol décrit par [76]. [77]Ont décrit 1’utilisation d’une
approche de centrifugation simple pour la séparation efficace des nano barres d’or colloidales
d’un mélange de nano barres et de nano sphéres. En ce qui concerne les particules a rapport

élevé,[78] ont décrit une autre approche qui repose sur la dissolution partielle des particules

16



de dérivation du complexe Au(l11)/CTAB. En raison de la réduction de la taille, les impuretés
deviennent entierement solubles dans 1’eau et peuvent étre séparées des NRs. Un résumé des

avantages de la synthése des NRs d’or se trouvent dans les revues [9], [78], [79] et Iarticle

[80].

Les NRs d’or peuvent étre utilisées comme modeles pour le dépdt d’une mince couche
d’argent[81] par la réduction du nitrate d’argent par 1’acide ascorbique en présence de CTAB,

de polyvinyle pyrrolidone et de NaOH pour augmenter le pH [82], [83].

1.4.6.3 Nano coquilles métalliques

Les particules de silice (noyau) / or (coquille) constituent un exemple de NP avec une
résonance plasmon (RP) pouvant étre réglée entre 600 et 1 500 nm par variation de la
structure des particules, c’est-a-dire dans leur épaisseur de coquille/rayon de cceur. En 1998,
Halas et al.[84] ont développé un protocole en deux étapes impliquant la fabrication de nano
sphere de silice suivies par leur amination, la fixation de graines d’or fines (2 a 4 nm) et la
formation d’une coquille d’or compléte en réduisant la TCCA sur les graines. Un résumé de
I’élaboration de cette approche sur 10 ans est présenté dans la réf. [85]. Phonthammachai et
al. ont suggéré la modification d’une étape de la méthode Halas [86], tandis que Prasad et al.
ont décrit une méthode de synthese de la sphere de polystyrene/Nano coquilles d’or [87]. La
fabrication de Nano coquilles d’alliage d’argent et d’or sur des noyaux de silice a été décrite
dans plusieurs publications [88], [89]. En utilisant des nano coquilles silice/or ou de
I’or/silice/or comme précurseurs ,[90] ont développé une méthode polyvalente pour fabriquer
des nano boules d’or creuses et des nano boules complexes (avec un noyau d’or) basés sur
une ionisation et une technique de gravure de vapeur HF. De tel NPs assemblées sur un
substrat peuvent étre considéré comme une plateforme SERS prometteuse pour la détection
biomoléculaire. Xia et al ont introduit un nouveau protocole basé sur le remplacement
galvanique des ions d’argent en réduisant les atomes d’or [90], [91]. Cette approche permet de
produire une variété de formes et de structures de particules, a partir des cubes d’argent par
processus de polyol [92] et jusqu’aux nano cages [91]. La formation de ces particules est

accompagnée d’un déplacement rouge de la PR de 400 a 1000 nm.

|.4.6.4 Autres particules et assemblages de nanoparticules de métaux nobles

A ce jour, on peut trouver beaucoup de protocoles publiés pour la fabrication de NPs ayant

diverses formes et structures. En particulier, la réduction de TCCA sur 10 a 15 nm de graines
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d’or meéne a la formation de nano étoiles d’Or, tandis que I’utilisation de multiples graines
jumelées ont produit des bipyramides d’or [93]. Il a été démontré qu’une combinaison
d’éthyléne glycol avec un surfactant cationique PDDA est un chemin de polyol efficace pour

la synthése contrdlable de 1’octahedral d’or de haute qualité[94].

Outre la fabrication De NPs isolées, il est également trés important de les assembler en
structures 1D, 2D et 3D. L’objectif ultime de cette approche est d’explorer les propriétés
physiques collectives des assemblages, qui sont différentes de celles des NPs isolées. A cette
fin, diverses stratégies (évaporation par solvant, traction électrostatique, liaison par
hydrogéne, assemblage par ADN et réticulation induite par une interaction bispécifique
comme I’anticorps-antigéne et ainsi de suite) ont été mises au point pour former des

assemblages de NPs et les utiliser dans la fabrication de dispositifs nano structuraux [95].

| .5Les applications liées a ’absorption et a la diffusion des nanoparticules de métaux
nobles :

Les applications liées a ’absorption et a la diffusion des nanoparticules de métaux nobles
sont nombreuses, allant de la détection [96] au effets photo thermiques [97] a I’imagerie
cellulaire [98]

I .5.1 Détection biomédicale et imagerie :

Dans la plupart des applications de détections par des nanoparticules de métaux nobles, le
ceeur métallique sert d’étiquette optique tandis que la sonde moléculaire adsorbé a sa surface

est utilisée uniquement pour le couplage avec la cible.

A cause de la sensibilité de la résonance plasmon a I’environnement diélectrique local, les
nanoparticules plasmoniques peuvent agir comme des transducteurs qui convertissent les
petits changements dans 1’indice de réfraction local ; en décalage spectrale dans le spectre
d’extinction et de diffusion. Ce décalage est vers le rouge lorsque I’indice de réfraction locale

augmente, indiquant que la molécule cible s’est liée a la surface des nanoparticules.

Avec ce principe, la liaison moléculaire peut étre surveillée en temps réel avec une sensibilité

élevée en utilisant la spectrométrie de diffusion ou de transmission par résonance [99] [100].
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Figure 1-10 Schéma représentatif de la formation d'une sonde a nanoparticule d’or [34]

| .5.2 Thérapie photo thermique :

La conversion de la lumiere en chaleur est extrémement efficace dans les nanoparticules d’
Or grace a I’absorption efficace de plasmon dans les régions visible et proche infrarouge
[101] ; I’ excellente photo stabilité par rapport aux composés organiques; [102] [97],faible

rendement de luminescence ainsi que le relachement rapide de la RPS [103] [104]

La thérapie plasmonique photo thermique (PPTT) permet de cibler les cellules cancéreuses
grace a la fonctionnalisation des nanoparticules plasmoniques avec un anticorps spécifique
[97].L’hyperthermie des cellules cancéreuses devient alors possible en exposant les NPs
métalliques a un rayonnement laser proche de leur bande d’absorption résonante , produisant
un chauffage local des cellules cancéreuses sans nuire aux tissus sains environnants et cela en
accordant la résonance plasmon des nanoparticules avec la fenétre optique thérapeutique
allant de 700 nm-950 et 1000-1350nm [105]
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Benign tumor Malignant tumor

Figure 1-11 Types de tumeurs. Dans une tumeur bénigne, les cellules mutées (bleu) restent
contenues dans un seul groupe, avec une frontiere claire les séparant des cellules
normales. Dans une tumeur maligne, des cellules mutées sont mélangées a des cellules
normales, tentant d'envahir le tissu environnant.[106]

| .6 Effet antimicrobien des nanoparticules d’argent
En raison de leur taille nanométrique, les nanoparticules de métaux nobles ont un rapport
surface sur volume tres important qui leur confére d’énormes quantités de surfaces actives
qui leur permettent une grande distribution et une réactivité importante avec les cellules et
organismes vivants. Par exemple une nanoparticule sphérique de 2 nm de diametre a 60%
d’atomes de surface tandis qu’une sphere de 20 nma 5 % d’atomes de surface seulement. I1
a ¢ét¢ démontré qu’a des concentrations trés faibles, les nanoparticules métalliques
chimiquement stables ne sont pas toxiques pour les cellules humaines [107].Cela dit , les
nanoparticules d’argent de taille allant de 1 -100 nm ont montré des propriétés bactéricides
sur différents micro-organismes (Martinez-Castanon et al., 2008; Mirzajani et al., 2011; Pal
et al., 2007; Zhang et al., 2003) [113]. les interactions directe des nanoparticules avec les
bactéries ont de préférence un diamétre d’environ 1-15 nm [114] [115] [116]. Plus la taille

des nanoparticules diminuent, plus leur action antimicrobienne n’augmente.

Cependant, les nanoparticules d’Ag ayant les mémes surfaces (tailles) mais avec différentes
formes montrent une activité bactéricide de différentes formes, ce qui peut étre attribué aux
variations dans les surfaces efficaces et les facettes actives des AgNPs. Différentes chimies de
surface, telles que le carbone mousseux, le poly (N-vinyle) La 2- pyrrolidone) (PVP) et
l'albumine de sérum bovin (BSA) peuvent également influer sur l'interaction des NPs d’Ag

avec des virus, tels que le virus VIH-1, et provoquer leur inhibition [117].

L'effet antibactérien dépend également de la concentration, mais cet effet est indépendant de

I'acquisition de la résistance aux médicaments par la bactérie. Ayala-Nunezetal (2009) [118] a

20



signalé une activité antimicrobienne des NPs d’Ag qui est dépendante de la dose vis-a-vis
des SARM et des non-SARM et a révélé que les SARM et non SARM sont découragés dans
I’inoculum de culture (conc. 10° CFU par ml) a des concentrations supérieures a 1,35. x 1072
ng / ml. Les études sur l'activité antibactérienne des NPs d’Ag contre E. coli a Gram positif et
E. coli a Gram négatif ont montré que l'inhibition de la croissance dans le cas de S. aureus est
moins remarquable, alors que E. coli est inhibé a de faibles concentrations en nanoparticules
d’argent  [119]. Fait intéressant, les bactéries a Gram positif, telles que S.aureus,
Pseudomonas aeruginosa et V.cholerique, sont moins sensibles que les bactéries a Gram
négatif, telles que E. coli et S.typhi; toutefois, les deux classes de bactéries présentent une
inhibition compléte de la croissance a des concentrations plus élevées en nanoparticules
d’argent (> 75 pg/ ml)[120].

.7 Conclusion

Les nanoparticules de métaux nobles ont des propriétés optiques uniques allant de la région
visible a la région infrarouge et qui sont ajustables selon la taille et la forme des
nanoparticules. On peut les synthétiser avec différentes méthodes (physiques, biologiques,
chimiques), les méthodes de synthése chimiques sont tres avantageuses pour la fabrication de
nanoparticules stables de taille et forme différentes avec un haut rendement et a moindre

co(it.

Le rapport surface sur volume élevé des nanoparticules de métaux nobles, leurs propriétés
optiques uniques ainsi que leurs fonctionnalisation, font des nanoparticules des métaux
nobles une nouvelle nano plateforme idéale pour le theranostic, mais également des agents

antimicrobiens redoutables.
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31



1.1 Introduction

Les propriétés physico-chimiques des nanoparticules métalliques contribuent a leur
comportement dans les milieux biologiques. Par conséquent, une caractérisation adéquate est
essentielle pour obtenir des données fiables avec un rendement de traduction élevé. Dans ce
chapitre, nous allons présenter les trois différentes techniques de caractérisation utilisées dans
notre étude, a savoir la microscopie électronique a transmission (MET), la technique de

diffusion dynamique de la lumiére (DLS) et enfin la spectroscopie d’absorption UV-visible.

.2 La microscopie électronique a transmission MET

La microscopie électronique a transmission (MET) [1] étudie au mieux la structure et la
chimie des films solides minces lorsqu’ils sont visualisés en coupe transversale, ¢’est-a-dire
lorsque la normale a la surface du film est perpendiculaire au faisceau d’¢lectrons. Dans cette
orientation, le substrat, les couches minces de film et les interfaces entre eux peuvent étre
images simultanément ou individuellement. En outre, les informations provenant de chacune
de ces régions restent distinctes de celles obtenues des autres, éliminant ainsi les problémes de
superposition résultant de la visualisation d’une structure en couches de la maniére classique

(c’est-a-dire parallele a la normale de la surface). [2]

2.1 Principe de fonctionnement

La microscopie électronique a haute résolution conventionnelle utilise la méthode de contraste
de phase [1] dans laquelle les faisceaux diffractés émergeant de 1’échantillon sont recombinés
sur I’écran de visualisation du microscope. Le contraste résultant dépend des phases relatives

des faisceaux diffractés, qui sont sensibles au microscope et a I'échantillon

Un microscope ¢électronique utilise un faisceau d’électrons au lieu de la lumiére exploitant
ainsi, la dualité onde-particule des électrons, il est constitué principalement d’une source

d’¢électrons, de lentilles électromagnétiques et d’un détecteur d’électrons.

Un échantillon trés mince (<100nm) est placé sur le parcours des électrons .Un faisceau
d’¢électrons est produit, accéléré puis concentré sur I’échantillon grace aux lentilles .Le
faisceau traverse 1’échantillon qui le modifie selon sa forme et sa nature et « imprime » ainsi

son image au faisceau.
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Le faisceau est ensuite agrandi par d’autres lentilles puis détecté, par exemple par

fluorescence.

Un microscope électronique a transmission permet ainsi d’agrandir I’image d’échantillons

minces jusqu'a des résolutions atomiques.

Canon a électrons

faisceau d'électron

E E lentille magnétique
echantillon
faisceaux diffractés
planfocal ""'L .
l lentille magnétique cliché

de diffraction

plan image \N

micrographie

Figure 11-1 Schéma de fonctionnement du microscope électronique a transmission

I.2.2 Modes de fonctionnement d’un MET

Suivant la nature des électrons récoltés lors de I’interaction du faisceau d’électrons avec
I’échantillon ( électrons rétrodiffusés , électrons diffusés ou transmis ,¢é Auger ,é

secondaires) , le MET peut fonctionner en différents modes tel que : ,image , diffraction
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balayage ,sonde fixe , micro diffraction, nano diffraction. Les deux modes les plus utilisés en
MET sont le mode image et le mode diffraction ou les deux en méme temps.

Les électrons transmis sans aucune interaction (faisceau incident), sont utilisés pour

I’imagerie.

Les électrons inélastiques (collisions induisant a une perte d’énergie et un changement de
trajectoire), sont des électrons avec lesquelles on peut récolter des informations sur la

composition chimique, les liaisons, structures électroniques locale de I’échantillon (EELS)

Les électrons élastiques ayant subit des collisions induisant seulement une déviation de
trajectoire sans perte d’énergie ; récoltent des informations sur la géométrie de 1’échantillon
(épaisseurs, orientation, image), ces derniers sont utilisés pour ’imagerie et la diffraction

comme le montre le schéma ci dessous.

électrons Auger

électrons secondaires

Photons X : analyse chimique Photons visibles : cathodoluminescence
v 2 . .
Echantillon mince
Electrons diffusés Electrons diffusés
élastiquement : in€lastiquement :
diffraction + analyse par pertes
imagerie d’énergie

Figure 11-2 Schéma de principe de base de la microscopie électronique a transmission
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I1.2.3 Formation de I’image d’un objet

La quantité¢ de ’image fournie par MET est principalement controlée par la lentille la plus

proche de I’échantillon ou lentille objectif.

L’image se forme sur le plan image a partir des électrons n’ayant pas subit de diffraction

(image en champ claire)

L’image se forme sur le plan image a partir des €lectrons ayant subit des diffractions (image

en champs sombre)

Ih.2.4 Formation du diagramme de diffraction

Le diagramme de diffraction se forme sur le plan focal a partir dés électrons diffractés.

Ce diagramme donne les informations sur la structure cristalline du cristal observé (distance

interatomique, symeétrie cristalline, orientation cristalline)

Le diagramme de diffraction est visualisé sur le plan image

.25 Composition du microscope électronique a transmission (MET)

Une source d’¢lectrons : Produit un faisceau d’électron de haute énergie, de grand courant et
de grande cohérence, nécessaire pour générer des diagrammes de diffraction et des images a

haute résolution spatiale

On trouve plusieurs lentilles électromagnétiques utilisées pour focaliser les électrons transmis

avec ou sans diffraction
Lentilles condenseurs qui permettent le transfert des électrons sortant du canon a électrons

jusqu'a I’échantillon.

Lentilles objectifs : La quantité de 1’image fourni par un MET est contrdlée principalement
par la lentille la plus proche de I’échantillon qui est la lentille objectif. L’échantillon est placé
dans I’entrefer de cette lentille qui est la plus importante des lentilles du fait que c’est elle qui

donne le premier agrandissement.
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Objectif: les images sont échantillonnées et constituent I’objectif le plus puissant du systéme

Obijectifs intermédiaires et objectifs de projecteur: modifie les modes de diffraction a

imagerie.

Détecteurs : différentes configurations congues pour collecter les signaux secondaires produits

par le faisceau d’¢électrons a haute énergie.

Le porte échantillon : L’échantillon est placé sur une grille de quelques mm de diameétre
(environ 15 carrées/mm) dans I’entrefer de la lentille objectif .Le porte échantillon est placé

sur une canne orientable qui permet de voir différentes orientations cristallines du matériau.

Le groupe de pompage : le vide poussé dans le canon a électrons est de I’ordre de 10-9 mbar,
au niveau de I’écran il est a environ 10-6mbar et de la camera il se situe au alentour de 10-5

mbar.

Le MET est aussi compos¢ d’une colonne, d’un systéme électronique de commande, de

spectres de micro-analyse.

I1.2.6 La préparation des échantillons

Afin de réussir les mesures de la taille nanométrique des particules par Microscope
¢lectronique a transmission ,il est déterminent d’utiliser un protocole de préparation des

¢chantillons mais aussi d’autres paramétres qui peuvent avoir un impacte sur les résultats [3] .
L’¢épaisseur de I’échantillon doit étre la plus faible possible quelque nm a quelques microns.

Il faut commencer par les déshydrater afin d’éliminer tout liquide qui s’évaporerait sous

I’effet du vide régnant dans la colonne

Il faut les amincir en utilisant un amincisseur (polisseuse électrolytique ou amincisseur

ionique par un gaz inerte)

Il faut les métalliser dans certains cas (pour éviter 1’effet de charge) par évaporation sous vide
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1.3 Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La diffusion dynamique de la lumiére (DLS), également appelée spectroscopie de corrélation
de photons (PCS) [4] , est une technique non invasive et bien établie de mesure de la taille et
de la distribution de taille de molécules et particules dans la région submicronique et gréace
aux derniéres technologies inferieur a 1nm . Les applications habituelles de cette technique
sont la caractérisation de particules, émulsions, ou molécules qui sont dispersées ou dissoutes
dans un liquide. Avec les avantages de précision, rapidité, bonne répétitivité, le DLS est

devenu une méthode couramment utilisée en nanotechnologie .

11.3.1 Principes de base de la technique DLS :

La méthode DLS utilise le mouvement brownien comme « signature » de la taille des

nanoparticules en suspension par la mesure de leur coefficient de diffusion [5].

kT
D=_%
3‘?1"}.1@11

Figure 11-3 Schéma illustrant le mouvement brownien des particules en suspension et
Relation Stokes-Einstein ou D est le coefficient de diffusion, p est la viscosité du solvant, T

la température du solvant, k la constante de Boltzmann, @H le diamétre hydrodynamique

En effet, le mouvement brownien des particules provoque des fluctuations d'intensité
lumineuse. Les petites particules en suspension dans le liquide maintiennent des mouvements
irréguliers. La vitesse du mouvement brownien dépend de la taille des particules et de la
viscosité du milieu dans lequel les particules sont présentes (p. Ex. Eau, solvants organiques ,
etc.). La recherche indique que plus les particules sont petites et la viscosité du milieu est

faible, plus le mouvement brownien est rapide.
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11.3.2 Diffusion de la lumiere par des particules

Quand la lumiére passe a travers le colloide, les particules dispersent la lumiere et le signal
lumineux peut étre détecté a un certain angle. Le signal détecté est le résultat de la
superposition de plusieurs photons dispersés. L'intensité lumineuse instantanée n'est pas une
valeur fixe, fluctuant autour d'une valeur moyenne, mais l'amplitude de la fluctuation est
associée a la taille des particules .La vitesse du mouvement brownien des particules est liée a
leur taille (équation de Stokes — Einstein). Si de grosses particules sont mesurées, 1’ intensité
du point diffusé fluctuera aussi lentement en raison de son mouvement lent. De méme, si de
petites particules sont mesurées, la densité des points dispersés fluctuera rapidement a mesure
qu'ils se déplacent rapidement. La corrélation entre les grosses particules et les petites
particules peut étre exprimée par une fonction. On peut voir que le taux de décroissance de la
fonction de corrélation est lié a la taille des particules et que le taux de décroissance des

petites particules est beaucoup plus rapide que celui des grosses particules

Figure 11-4 Schéma illustrant les fluctuations du signal lumineux diffusé par de grande et

petites particules .
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11.3.3 Instrumentation et aspect technique d’un systeme DLS

Figure 11-5 Schéma montrant I'instrumentation d'un systéme DLS

Une gamme d'instruments de diffusion de la lumiére [par exemple, Malvern (série Zestasiez),
Brookhaven (série NanoDLS), Microtrac (série Wave 11)] est apparue ces derniéres années.
Les instruments de la série Malvern Zetasizer sont tres populaires parmi les diplomés
universitaires et ont émergé sous la forme d'une évolution progressive du corrélateur original
Malvern commercialisé en 1970. Ces instruments comportent globalement trois composants

principaux: le laser, I'échantillon et le détecteur de lumiere.

Le laser utilisé dans Zetasizers de Malvern est un laser He-Ne de 4 mW de 633 nm de

longueur d'onde avec option vert (532 nm ,50 mW).

Echantillon : Cuvettes propres et carrées en verre sans rayures ou optiquement plastique

jetable translucide (3 x 3 mm, 5 x 5 mm ou 10 x 10 mm) sont utilisés.

Le détecteur : Les instruments DLS modernes sont equipés de détecteurs APD (avalanche-
photodiode) qui ont une efficacité quantique d'environ 65% dans les longueurs d'onde rouges

et utilisent donc les lasers de 633n.

Le détecteur convertit les fluctuations d’intensité diffusée dues au mouvement Brownien des
particules en un signal électronique qui est ensuite traité numériqguement par une carte

¢lectronique dédiée (I’auto-corrélateur), pour générer une fonction d’auto corrélation en
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intensité Dans une derni¢re étape de traitement, des algorithmes d’inversion permettent de «
fitter » le corrélogramme et d’extraire de facon précise les distributions de taille (diametre

hydrodynamique) ainsi que I’indice de polydispersité (PDI) des particules.

Ih1.3.4 Evaluation de la qualité de mesure DLS

la taille et la distribution des particules sont calculées a l'aide de la variation de l'intensité
lumineuse et de la fonction d’autocorrélation de l'intensité lumineuse [5]. Le coefficient de
distribution (indice de dispersion des particules, PDI) est nécessaire lors de I'analyse des
données obtenues a partir d'expériences. Il reflete I'uniformité de la taille des particules et
constitue un indicateur important de la caractérisation de la taille des particules. Si la valeur
est inférieure a 0,05, les systemes sont mono dispersés, tels que le standard de
certaines émulsions.. Lorsque la valeur est inférieure a 0,08, le systeme est presque mono
disperse, mais DLS ne peut étre analysé que par une seule méthode de décroissance
exponentielle, qui ne pourrait pas fournir une résolution plus élevée. Si la valeur se situe dans
la plage de 0,08 a 0,7, il s’agit d’un systéme a dispersion modérée. C'est I'application la plus
optimale de l'algorithme. Enfin, si la valeur est supérieure a 0,7, il s’agit d’un systéme de
distribution de tailles trés large. Il ne convient probablement pas pour la méthode d’analyse

par diffusion de la lumiere.

I1.3.5 Techniques de séparation des nanoparticules métalliques

Les techniques de séparation ou d’exclusion de taille des nanoparticules métalliques

a des fin de caractérisation ou d’analyses de ces nanoparticules métalliques dans
I’environnement sont nombreuses .Différentes méthodes de séparation des nanoparticules
sont proposées dans la littérature.[6] .

Une technique basée en partie sur l'utilisation d'une méthode d'étalonnage de I'énergie de
sonication permet une optimisation complete aboutissant a une approche normalisée et
validée pour la préparation de dispersions de nanoparticules de dioxyde de titane (TiO2) dans

des milieux biologiques pertinents [7]

Une étude sur I'utilisation de la technique de filtration a montré une rétention significative de
nanoparticules d’argent de 14 nm de taille moyenne synthétisées avec la méthode citrate et

des nanoparticules CeO2 de 7 nm positivement chargés ; méme par les filtres ayant de large
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taille de ports. Cette rétention augmentait avec la diminution de la concentration initiale et
semblait donc dépendre d’avantage des caractéristiques des particules que du type de

membranes [8].

Le filtrage par membrane est 'une de ces méthodes alternatives pour la purification et le
fractionnement de la taille des nanoparticules.

Les filtres a membrane sont des membranes poreuses composées d'esters de cellulose [9] et
peuvent étre obtenus avec des diameétres de pores moyens allant de 0,01 a 5 microns et des
porosités allant jusqu'a 85%. Bien qu’ils soient censés agir principalement en tant que filtres
de type tamis, ils ont la propriété de retenir les particules qui sont beaucoup plus petites que la
taille des pores et de retenir toutes les particules de maniére trés superficielle .Des membranes
polymériques telles que la matrice PEO/PVDF peuvent retenir des particules de tres petite
taille (2-3 nm) [10] ce qui est tres utile pour des applications biomédicales ou il faut par
exemple filtrer la taille des nanoparticules inferieures a 5 nm . Ces matrices peuvent servir

aussi pour stocker les nanoparticules pendant longtemps.

11.3.6 Les filtres seringues a membrane en acétate de cellulose

Afin de remédier au probléeme de la poly dispersion des colloides métalliques lors de
différentes caractérisations telles que la caractérisation par DLS .Les filtres seringues qui sont
des filtres du type tamis peuvent étre utilises dans des solutions aqueuses pour séparer les
grosses nanoparticules (supérieure a 200 ou 400 nm par exemple) des petites nanoparticules
restantes dans la solution colloidale avant la caractérisation par DLS par exemple. Il existe

différents modeles sur le marché, les plus utilisés sont les filtres 0.22 pum et 0.45um.

Figure 11-6 Filtre seringue en acétate de cellulose pour les solutions aqueuses
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Figure 11-7 Filtre seringue 0.22um utilisé lors de la caractérisation des échantillons par
DLS

11.3.1 Préparation des échantillons pour la mesure DLS

La préparation des échantillons est une étape indispensable dans la mesure du diamétre

hydrodynamique par DLS [11] :
1. Utilisez une cuvette avec des fenétres en verre ou en quartz de qualité optique.

2. Les cuvettes de mesure doivent étre nettoyées avec de l'eau déminéralisée filtrée et

conservées au sec.

3. Milieu de suspension (solvant, dispersant ou solution) doit étre filtré avant la préparation
des échantillons avec un filtre membrane de taille de pore de 0,1 um ou plus petite et doit étre

testée pour les contributions de diffusion au signal mesuré en I'absence de ’analyte.

En regle générale, il convient de filtrer le milieu jusqu'a au moins la taille nominale de

I'analyte a mesurer. Cela peut ne pas étre pratique pour les particules inférieures a 20 nm

4. La concentration typique de I'échantillon de départ est de 1 mg / ml Cette concentration
doit étre ajustée pour tenir compte de la propriété de diffusion de votre échantillon (par
exemple, 100 mg / ml pour or colloidal et 2 mg / ml pour les dendriméres.
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5. Les échantillons doivent étre filtrés avec une taille de pore inférieure ou égale a 0,2 um.

11.3.2 Comparaison entre la mesure de la distribution de taille des particules par

TEM et DLS

Les résultats de la taille des particules obtenus avec la mesure par MET ne doivent pas
coincider avec ceux obtenus par d’autres techniques comme la DLS .Ceci est d’une part due a
la différence dans la moyenne pondérée déterminée dans chaque cas, par exemple : Nombre

dans TEM contre intensité pour DLS.

35 5 - Number
30 1 —Volume
e 25 — [ntensity
§ 20
§1s ]
Q. 10 - |
| AL
[ — N

1 10 100 1000 10000
Diameter/ nm

Figure 11-8 Différentes tailles moyennes dans la mesure par DLS

Aussi, les propriétés physiques qui sont mesurées par exemple: Surface projetée contre
surface du diametre hydrodynamique .Le MET est sensible a la taille primaire des particules
alors que la diffusion dynamique de la lumiere est influencé par la présence de large particules

en petites quantités ou des particules beaucoup plus petites les clusters.
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Figure 11-9 comparaison entre la mesure par TEM et DLS

Ceci dit, les mesures effectuées par DLS en utilisant la distribution de taille par nombre
(pour un échantillon monomode) présentent des résultats précis en similitude avec le TEM
contrairement a la distribution de taille par intensité de lumiére diffusée [12] (voir figure Il-
10)
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Figure 11-10 Images TEM des nanoparticules de TiO2 et distribution de la taille des

particules correspondantes TEM et DLS[12]
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.4 Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie optique permet d’étudier les propriétés de réflexion ou de transition de la
lumiére aprés son interaction avec la matiére .C’est 1’étude quantitative des spectres
électromagnétiques .La nature des informations apportés par la spectrophotométrie optique
dépendra de I’énergie Eo de ’onde incidente donc de sa longueur d’onde £, et dépendra aussi
du type de rayonnement analysé a savoir I’intensit¢ de lumiére transmise ou celle de la
lumiére émise: On distinguera ainsi la spectrophotométrie d’absorption de Ila

spectrophotométrie d’émission .

la spectroscopie UV-vis est rapide, facile, simple, sensible, sélective pour différentes types de
NPs, nécessite seulement une courte période pour la mesure, et finalement un étalonnage n'est
pas nécessaire pour la caractérisation des particules de suspensions colloidales [13]-[15].
Cette technique peut également étre utilisées pour surveiller la synthése et la stabilité des
nanoparticules de métaux nobles[16].

4.1 Principe de la spectroscopie d’absorption UV-visible

L'échantillon a analyser est traversé par un rayonnement lumineux de longueur d'onde allant
de 200-900 nm. Les photons issus du rayonnement transferent aux composés analysés une
énergie qui excite les molécules, atomes ou ions traverses. Ainsi une partie du rayonnement

incident est absorbé (Voir figure 11-11).

L'étude du rayonnement apres passage a travers la substance analyseée permet d'obtenir des

informations sur sa nature.
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Figure 11-11 Schéma de principe de la spectroscopie d'absorption UV-visible avec un

exemple de spectre d’absorption

I
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Figure 11-12 Absorbance mesurée par spectroscopie UV-vis (Amax) loi de Beer- Lambert

@ Lorsque la solution est placée dans un spectroscope, elle recoit un rayonnement

d'intensité lo.
@ Elle en diffuse une partie et absorbe l'autre.

@ L'intensité (1) du rayonnement issu de la cuve est donc inférieure & l'intensité du

rayonnement initial (lo).
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I.4.2 Principe du spectrophotometre :

Un spectrophotomeétre est un appareil qui mesure I'absorbance A, d'une solution colorée, pour

une longueur d'onde A donnee.

Ci-contre le schéma de principe d’un spectrophotométre.

| D, o Détecteur

Monochromateur » )
| Amplificateur

N

Collimateur

Cuve de 1 cm de largeur

Une source de lumiére blanche traverse un monochromateur qui selectionne une radiation de
longueur d'onde |. Le faisceau de lumiere monochromatique traverse alors une solution
colorée. Une photo capteur convertit I'intensité lumineuse transmise en un signal électrique.

Enfin un analyseur traite le signal électrique et affiche la valeur de I'absorbance.

1.5 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons détaillé les techniques de caractérisation des nanoparticules
d’argent : le microscope électronique a transmission, la technique DLS, et la spectroscopie
UV-visible. La combinaison de ces difféerentes techniques permet de connaitre les particules

analysées. Cela dit chaque technique a différentes limites qu’il faut considérer.
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[I1 CHAPITRE : RESULTATS
EXPERIMENTAUX

50



I11.1 Introduction

Dans ce chapitre expérimental, différentes techniques de caractérisations chimiques et
structurelles ont été utilisé .En effet, aprés avoir synthétisé des nanoparticules d’argent avec
différentes quantités du précurseur nitrate d’argent dans deux milieux solvants différents :
L’éthanol et le méthanol, nous avons augmenté la température de synthése progressivement
afin d’évaluer I’état d’agrégation dans les deux types de milieux solvant. La caractérisation
par spectroscopie optique des nanoparticules d’argent permet de nous renseigner sur la bande
d’absorption des différentes nanoparticules d’argent synthétisées mais aussi sur les
changements intrinseques liées a la taille et la forme des particules ou extrinséques liées aux
changements chimiques ou physiques dans I’environnement entourant ces nanoparticules. La
technique de diffusion dynamique de la lumiere (DLS) permet d’avoir une distribution de
taille des particules tres précise dans la suspension de nanoparticules d’argent ; ainsi qu’une
idée sur I’agrégation des particules. Enfin, la microscopie électronique a transmission (TEM)
permet de caractériser les différentes formes de nanoparticules d’argent. Le but étant
d’appliquer leurs différentes propriétés et caractéristiques dans différents domaines

biomédicaux tel que 1’augmentation de 1’activité antibactérienne des antibiotiques.

I11.2  Description experiementale

Le Nitrate d’argent (AgNO3, 99.92%) a été utilisé comme précurseur. Le
polyvinylpyrrolidone (PVP K30 de poids moléculaire 40.000) est utilisé comme stabilisant,
l'acide benzoique est utilisé comme agent réducteur, le méthanol et I'éthanol sont utilisés

comme solvants.

Tableau I11-1 Parametres utilisés pour la synthese de nanoparticules d'argent

Solvant Précurseur Stabilisateur | Acide
Ethanol | Méthanol AgNO3 PVP Acide
benzoique

V (ml) n (mole) m(g) m(g) m(g)

10 0.0015 0.25 1 0.5

10 0.0025 0.42 1 0.5

10 0.0030 0.5 1 0.5

10 0.0035 0.6 1 0.5
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I11.2.1 Protocole de synthése

Les nanoparticules d'argent ont éte synthétisées par un processus de réduction chimique. Une
solution de nitrate d'argent (0,0025 M d’AgNO3) a été préparée en diluant 0,42 g dans 10 ml
d'éthanol avec un mélange simultané de la solution d'acide benzoique (0,5 g dans 10 ml
d'éthanol) et de la solution de PVP ( 1 g dans 10 ml d'éthanol) a la température ambiante sous
agitation magnetique vigoureuse pendant 20 min. le mélange de réaction a été chauffé a
diverses températures (40 °, 50 °, 60 °, 70 °) . Ensuite, nous avons varié la concentration en
AgNO3 en prenant les concentrations 0,0015M, 0,0030M, 0,0035M et en conservant les
mémes parametres. Le méme protocole pour la synthese des nanoparticules d'argent est refait

avec du méthanol

Figure 111-1 Préparation de nanoparticules d'argent a température ambiante. La couleur

jaune indique la formation de nanoparticules d’argent

Figure 111-2 Variation de la température de synthése des nanoparticules d’argent de la

temperature ambiante a 60°C.
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Figure 111-3 La solution de nanoparticule d’argent aprés chaque élévation de la
température de synthése (30°C, 40°C,50°C,60°C).

I11.2.2 Techniques de caractérisation des nanoparticules d’argent

La microscopie TEM a été utilisée pour obtenir des informations structurelles et
morphologiques détaillées sur les échantillons et a été réalisée a I'aide d'un microscope JEM-
2100PIlus fonctionnant a une tension d'accélération de 200 kV, a haute résolution (0,4 nm).
La caracterisation par microscope electronique a transmission a été effetué apres 24 h de la
synthése des nanoparticules d’argent .Les quatre solutions de nanoparticules d’argent ont été
diluées dans de I’ethanol (10ul de solution dans 1 ml d’ethanol) puis redispersé dans un bac a
ultrason pendant 5 minutes . La solution diluée a été déposée sur des grilles de cuivre revétues
de carbone, puis séchée dans des conditions environnementales. L’opération est ensuite
renouvelée pour les trois autres solutions restantes. Le logiciel Image J, disponible
gratuitement sur Internet, a été utilisé pour l'analyse d'images. Les tailles de zone délimitees
par l'outil de sélection ovale préalablement calibré sur la barre d'échelle imprimée sur les
images TEM ont été déterminées. Le diametre a été calculé en tenant compte de la forme

parfaitement sphérique
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Figure 111-4 Préparation des échantillons pour la caractérisation par MET, chaque pince
contient une grille de cuivre recouverte de Carbonne sur laquelle on a déposé une solution

diluée de nanoparticules d’argent.

Les solutions ont été ensuite utilisées telles qu’elles sans préparation pour la caractérisation
par spectroscopie UV-visible, pour la caractérisation par DLS des filtres 0.45um et 0.22 um
ont éte utilises.

Les diamétres hydrodynamiques des nanoparticules étudiées ont été mesurés a l'aide d'un
systeme de diffusion dynamique de la lumiére Zetasizer Nano ZS (Malvern instruments, UK)
équipé d'un laser rouge avec option vert (532 nm).Des cuvettes PCS ont été utilisées .Les
parametres utilisés sont I’indice de refraction du milieu dispersant 1.36 , indice de refraction

du materiau (Ag) 0.19, la viscosité 1.2 (cP) , temperature 20°, nombre de mesures 3.

Les spectres UV-Vis de nanoparticules d'argent ont été enregistrés a la température ambiante
en utilisant un spectrophotometre Ultrospec 2100 PRO avec une cuvette a quartz standard de

10 mm de chemin optique. Dans une plage de longueurs d'onde allant de 200 a 900 nm

I11.3 RESULTATS ET DISCUSSION

111 .3.1 Etude morphologique des nanoparticules d’argent par DLS et MET

Nous avons caractérisé les nanoparticules d’argent synthétisees dans un milieu solvant
éthanol .Les nanoparticules d’argent synthétisées a température ambiante avec différents
rapports AGNO3/PVP ont été analysé le jour de leur synthese par la technique de diffusion

dynamique de la lumiere (DLS) et par microscope €électronique a transmission (TEM).
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I .3.1.1 Le cas 0.0015M AgNOs :

Les résultats de la mesure par DLS révelent que les nanoparticules d’argent ont une
distribution de taille allant de 5.6 nm - 18.17nm avec une taille moyenne de 9.44 nm £2.33
nm a 97.3% , bien qu’il existe un faible pourcentage de nanoparticules d’argent de 37.12 nm
(1%) et 423 nm( 1.7%) (Voir figure2).Cette distribution de taille par volume de La mesure
DLS permet de se faire une idée sur la quantité d’agrégation des nanoparticules d’argent. Ces
résultats sont confirmé par la microscopie electronique a transmission (TEM) (figure 3) ou on
observe des nanoparticules d’argent dans cette distribution de taille .La forme des
nanoparticules d’argent est majoritairement sphéroidale, Cela dit il y a quelques formes
ellipsoidales. (\Voir figure4).

Size Distribution by Volume

Volume (Percent)

100 1000 10000
Size (d.nm)

I Record 413; Moyenne 0.0015M TAmbiante 23°|

Figure 111-5 : Distribution de taille des nanoparticules d'argent (0.0015M AgNO3)
déterminée par DLS
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Figure 111-6 Les histogrammes de distribution de taille calculés a partir des images TEM a

Paide du logiciel ImageJ
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20 nm

Figure 111-7 Image TEM de la forme sphéroidale des nanoparticules d'argent (0.0015M
AgNO3)

1 .3.1.2 Le cas 0.0025M AgNOs :

La taille des nanoparticules d’argent synthétisées avec 0.0025M AgNO3 a température
ambiante a été analysé par la technique de diffusion dynamique de la lumiere .Elle révele
une distribution de taille des nanoparticules entre 4.18 nm et 21.04 nm avec une taille
moyenne de 8.29 nm £2.35 nm a 99.6% .Aussi ,il existe un faible pourcentage de
nanoparticules de taille 37.33 nm (0.2%) et 338.7 nm (0.1%) (Voir figure 4).

Les résultats de la mesure par TEM révelent des nanoparticules d’argent dans cette plage de
distribution avec des rapports d’aspect variant entre 1.2 et 1.9, On observe différentes formes

sphéroidales mais aussi triangulaires, ellipsoidales, hexagonales (Voir figure 6)
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Figure [111-8Distribution de taille des nanoparticules d'argent (0.0025M AgNO3)
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Figure 111-9 Les histogrammes de distribution de taille ont été calculés a partir des images
TEM a laide du logiciel libre de droit ImageJ
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Figure 111-10 Image TEM de des formes sphéroidales, ellipsoidales, triangulaires et

hexagonales des nanoparticules d*argent (0.0025M AgNO3)

1 .3.1.3 Le cas 0.0030M AgNOs

Les nanoparticules d’argent synthétisées avec 0.0030M AgNO3 a température ambiante
présente une distribution de taille allant de 3.6nm-24.36nm avec une taille moyenne de 10.14
nm+ 3.22 nm a 99.2% (Voir figure6) .Cela dit il y a un pourcentage tres faible de
nanoparticules de taille 51.66 nm (0.1%), et 560.8 nm (0.2%) .

La caractérisation par TEM montre des nanoparticules d’argent dans cette plage de taille
avec un rapport d’aspect variant entre 1.1 et 1.5. On observe des formes sphéroidales ainsi

que quelques structures octaédriques ou bipyramidales (\oir figure 7).
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Figure 111-11 Distribution de taille des nanoparticules d'argent 0.0030M AgNO3 mesuré
par DLS
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Figure 111-12 Les histogrammes de distribution de taille ont été calculés a partir des images
TEM a I’aide du logiciel libre de droit ImageJ
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Figure 111-13 Images TEM des nanoparticules d'argent synthétisees avec 0.0035M AgNO3

1 .3.1.4 Le cas 0.0035M AgNOs :

La caracteristaion de la taille des nanoparticules d’argent synthetisées avec 0.0035M AgNO3
a temperature ambiante par la technique de diffusion dynamique de la lumiere (DLS) ;
montre une distribution de taille allant de 6.5 nm -21 nm avec un taille moyenne de 10.76
nm +£2.66 nm a 99.8 % (Voir figure 8) ,bien qu’il existe quelques nanoparticules de grande
taille a un pourcentage trés faible 550nm (0.1%).La caracterisation des nanoparticules

d’argent par TEM révéle des tailles dans cette plage de tailles et des formes spheroidales .
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Figure 111-14 Distribution de taille des nanoparticules d*argent 0.0035M AgNO3 mesurée
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Figure 111-15 Les histogrammes de distribution de taille ont été calculés a partir des images
TEM a laide du logiciel libre de droit ImageJ
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Figure 111-16 Images TEM des nanoparticules d'argent synthétisées avec 0.0035M AgNO3

a température ambiante
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111 .3.2 Etude de ’absorption optique des nanoparticules d’argent dans deux milieux

solvant différents : Ethanol et Méthanol

Nous avons utilisé la spectroscopie UV-Visible pour la caractérisation optique de
nanoparticules d'argent synthétisées par procédé de réduction chimique du nitrate d’argent par
I’acide benzoique et stabilisation par polyvinylpyrrolidone (PVP). Dans tous les résultats
obtenus il apparait une premiére bande d’absorption autour de 300 nm associée a la formation
d’ions Ag*® dans la solution. Ceci est la premiére étape de réduction chimique du précurseur
AgNOs; par D’acide benzoique qui est la dissociation entre les ions Ag" et NOs
JTagglomération des ions Ag* est appelée Clusters”. Le rdle du stabilisateur PVVP dans ce cas
est de controler la croissance des nanoparticules d’argent [1] .Récemment , il a été découvert
que le polyvinylpyrrolidone (PVP) posséde aussi une capacité de réduction pour Ag* [2].
Apres 20 minutes d’agitation, les solutions de nanoparticules d’argent obtenus sont de
couleur jaune pale qui s’intensifie doucement avec le temps. Apres variation de la
temperature la couleur des solutions s’intensifie plus rapidement dans le temps en passant par

une couleur orange a rouge pale.

Les nanoparticules d’argent synthétisées a température ambiante aprés variation de la
quantité molaire du précurseur: 0.0015M, 0.0025M, 0.0030M, 0.0035M AgNO3z ont montré
une bande de résonance plasmon de surface dont I’intensité du pic d’absorption varie entre
436.4 nm et 441 nm pour les nanoparticules d’argent synthétisées dans un milieu solvant
éthanol. Dans un milieu solvant méthanol on observe un élargissement de la bande plasmon

avec un léger décalage du pic d’absorption vers le rouge 435.6-446.2 nm (voir figure 1 &, b).

La solution de nanoparticules d’argent synthétisées a une concentration 0.0025M présentant
le pic de résonance le plus élevé ; dont la valeur de la largeur totale a mi-hauteur (FWHM)
est la plus faible, a été chauffée graduellement de la température ambiante jusqu'a 70°. Apres
chaque 10°C d’intervalle nous avons prélevé une quantit¢ de la solution colloidale et
effectué une mesure spectroscopique. Dans le solvant éthanol, lorsque la température
augmente, 1’intensité de la bande d’absorption augmente également avec une légere variation
dans la position des pics; 436.1nm-437.4nm. Cependant, dans un solvant méthanol, bien que
le pic d'absorption se déplace vers le rouge 441.5 nm-451.4 nm, l'intensité du pic d'absorption
croit de manicre aléatoire par rapport a I’¢lévation de température; on remarque toutefois

I'apparition d'une autre bande d'absorption. (\Voir figure 1 c, d).
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Figure 111-17 : Spectres d'absorption UV-visible des nanoparticules d'argent préparéees
dans (a) éthanol, (b) méthanol, Influence de la variation de la concentration du précurseur

AgNO:s et de la température de synthese.

I11.3.3 Discussion

L’excitation collective cohérente des électrons libres dans la bande de conduction produit une

forte bande d’absorption et une diffusion de la lumiére par les particules.

La bande de résonance plasmon est associée au temps de déphasage de 1’oscillation

électronique cohérente ,une plus grande largeur de bande correspond a une perte de cohérence

plus rapide [3].

La bande d’absorption et la fréquence de résonance plasmon de surface dépond de plusieurs
facteurs comme la taille ,la forme , les constantes optiques des particules et le milieu

diélectrique entourant les particules [4].
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La position de la bande d’absorption dépond aussi fortement du rapport PVP/AgNO3 ainsi que
de la température de synthese [5]. Le PVP en tant qu'agent protecteur joue un role décisif

dans le contrdle de la taille, de la distribution en taille et de I'agglomération des NP d’argent.

[6].

Le décalage du pic de résonance plasmon vers le rouge a été associé¢ a ’augmentation de la

température [7] ainsi qu’a une concentration élevé de nitrate d’argent [8].

Aussi, I’augmentation de la température a €té associ¢e a ’augmentation du taux de réduction

[9] et al’élargissement de la bande de résonance .

L’¢largissement de la bande de résonance, et l’augmentation de la FWHM des pics
correspondant sont la conséquence de 1’augmentation de la taille des nanoparticules [10] Cette
augmentation de la taille des nanoparticules peut étre expliqué par le phénomene

d’agglomération , présent dans le milieu méthanol.

I11 .4 Conclusion :

Une synthése chimique de nanoparticules d’argent (NP) de différentes tailles et formes a été
effectuée. Le nitrate dargent (AgNO3) a été utilisé comme précurseur, la
polyvinylpyrrolidone (PVP) a été utilisé en tant que stabilisant et I'acide benzoique en tant
qu'agent réducteur et la température de la réaction a été modifiée de 30 a 70 ° C a 10 ° C pour
obtenir différentes nanostructures d'argent. 1l a été constaté qu'en variant la valeur du rapport
entre AgQNO3 et PVP mais en gardant la méme quantité d'acide benzoique, différentes formes
de NP dargent, telles que des formes sphériques, ellipsoidales, triangulaires, hexagonales et
octaédriques sont produites. Ces nanostructures ont été caractérisées a l'aide de microscope
électronique a transmission. La spectroscopie UV -visible de tous les échantillons révéle que
les nanoparticules d’argent synthétisés présentent une forte absorption dans la région visible
.Nous avons conclue que les meilleures résultats étaient observé pour la concentration
0.0025M AgNO3 dans la solution colloidale préparée dans un milieu solvant éthanol ou le
pic d’absorption est le plus intense et le spectre le moins étendu. La température de synthese
joue un réle important dans le processus de réduction ; ou elle augmente la vitesse de réaction.
Nous avons trouvé un phénoméne multipolaire dépendant de la température et lie a
I’agrégation des nanoparticules d’argent entre elle et donc a I’élargissement de la taille des
nanoparticules, provoquant ainsi un décalage vers le rouge du pic de résonance plasmon.

Cependant, nous avons constaté que les pics d’absorption des nanoparticules d’argent
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synthétisées avec 0.0025M AgNO3 restaient relativement stables en fonction de

I’augmentation de la température de synthése jusqu'a 70°.

On conclue que la variation du rapport AgNO3/PVP dans la procédure de synthese des
nanoparticules d’argent par réduction chimique influe sur la forme des nanoparticules. Ces
différentes formes peuvent influencer a leur tour I’activité antibactérienne des nanoparticules

d’argent et leur effet synergique avec différents antibiotiques.
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IV Chapitre Application des nanoparticules

d’argent
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IV.1 Introduction
Dans ce dernier chapitre I’activité antibactérienne des solutions de nanoparticules d’argent a
été testé sur différentes bactéries a savoir le pseudomonas aeruginosa ,le staphylococcus
aureus et ’acenitobacter . Les différentes solutions colloidales d’argent ont ensuite été
combinées avec différents antibiotiques conventionnels choisis pour leur inefficacité initiale

sur les deux bactéries S.aureus et staphylocoque a coagulase négative.

IV .2  Evaluation Microbiologique :

Iv.2.1 Contre S.aureus,Pseudomonans aeruginosa, Acenitobacter multi

résistantes

Les nanoparticules dargent synthétisees a température ambiante avec différentes
concentration du précurseur AgNO3 a savoir 0.0015M,0.0025M ,0.0030M,0.0035M
précédemment caractérisées ont été testées pour leur activité antibactérienne contre le
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acenitobacter baumannii, multi résistantes
.Une solution éthanoique ne contenant pas de nanoparticules d’argent a été testé en premier
sur les trois différentes bactéries comme control puis 5ul de chague solution colloidale a été

testé avec la méthode de diffusion de disque (Kirby-Bauer and Stokes) .

IvV.2.2 Contre S.aureus et Staphylocoque a coagulase négatives multi-

résistantes

les effets synergétiques de la combinaison de nanoparticules d'argent et d'antibiotiques ont
été évalués contre le SARM et SCNRM. Pour cela nous avons choisis de travailler
uniquement avec des antibiotiques dont la bactérie a acquis la résistance .Nous les avons
testés seuls pour un control puis en combinaison avec les nanoparticules d’argent (10ul) .Ces
différents tests de sensibilité antibactérienne ont été effectués en utilisant la méthode de

diffusion de disque (Kirby-Bauer and Stokes) dont les étapes sont décrites ci-dessous :
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IvV.2.3 Méthode de diffusion de disque (Méthode Kirby-Bauer and Stokes)

IvV.23.1 Milieu
Gélose Mueller Hinton (MH), coulée en boites de pétrie sur une épaisseur de 4mm

Les géloses sont séchées avant I’emploi

IvV.2.3.2 Inoculum
A partir d’une culture pure de 18 H sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse
de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques
Bien décharger 1’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%
Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a
0.5Mc Farland ou & une D.O de 0.08 4 0.1 lue a 625 nm
L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant soit la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique stérile s’il est trop fort.
L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de

I’inoculum

IV.2.3.3 Ensemencement
Tremper un échantillon stérile dans la suspension bactérienne.
L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin
de le décharger au maximum.
Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosé, seéche, de haut en bas, en strie
serrees.
Répéter ’opération deux fois, en tournant la boite a chaque fois sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur la périphérie de la gélose
Dans le cas ou I’en ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger 1’écouvillon a
chaque fois.

L’écouvillon évite les contaminations du manipulateur et de la paillasse

IV.23.4 Application des disques d’antibiotiques
Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90
mm de diamétre .Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a
centre.
Tester la liste des antibiotiques, selon la bactérie isolée.
Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces bactériologiques stériles pour

s’assurer de son application .Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre deplace.

72



IV.2.3.5 Incubation :

= 18ha35°C
» La durée d’incubation peut étre prolongée dans certain cas : Oxacilline, glycopeptides,
macrolides.
IV.2.3.6 Lecture

= Mesurer avec précision les diametres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a

coulisse métallique I’extérieur de la boite fermée.

Comparer les résultats avec les valeurs critiques figurants dans le CLSI.

IV.3 RESULTATS ET DISCUSSION

IvV.3.1 Effet antibactérien des nanoparticules d’argent  seules contres

différentes bactéries

L’activité antibactérienne des nanoparticules d’argent synthétisées a température ambiante
avec différentes concentrations du précurseur AgNO3
(0.0015M ,0.0025M,0.0030M,0.0035M) a été testé sur trois bactéries différentes: Le
staphylococcus aureus ,le aeruginosa, I’ avec la méthode de diffusion de disc de-Bauer [1]
Apres 24 h d’incubation a 37°, on observe la présence de zones d’inhibition autour des
disques de papier chargés de nanoparticules d’argent . Les boites témoins contenant des
disques chargés d’éthanol ne montrent aucune zone d’inhibition comme en témoigne les
différentes boites « réf » sur I’image 1. Les différents diamétres des zones d’inhibition ont été

mesurés et présentés dans le tableau 1.
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Figure IV-1 Activité antibactérienne des nanoparticules d’argent contre aeruginosa,
staphylococcus aureus. (Contréle (réf), 0.0015M (a),0.0025M(b) ,0.0030M(c),0.0035M(d)
AgNO3).
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Tableau I'V-1 Activité antibacterienne des nanoparticules d'argent contre aeruginosa,

staphylococcus aureus,

Zone d'inhibition des nanoparticules d'argent

Nom de la bactérie (mm)
0,0015M 0,0025M 0,0030M  0,0035M
(a) (b) (©) (d)
Pseudomonas aeruginosa 25 15 16 16
Staphylococcus aureus 23 12 15 21
Acenitobacter 11 12 11 10

On remarque que la concentration de la solution de nanoparticule d’argent synthétisée avec
0.0015 M d’AgNO3 présente un maximum d’efficacité sur les deux bactéries pseudo monas
et staphylococcus avec des diamétres de 25 et 23 mm. On note que I’action inhibitrice des
nanoparticules d’argent contre la bactérie gram négatif Pseudomonas aeruginosa  est

Iégerement plus élevée que sur la bactérie gram positive staphylococcus aureus.

Les suspensions colloidales 0.0035M, 0.0025M AgNO3 sont plus efficace sur la bactérie

staphylococcus aureus avec un diametre d’inhibition de 21mm et 15 mm respectivement

Pour la concentration de 0.0030 M on observe une meilleure activité antibactérienne face a

la bactérie pseudo monas avec un diamétre d’inhibition de 16 mm

Beaucoup de rapports font état de la puissance antibactérienne plus élevée envers les bactéries
gram négatif [2]-[4] Les colloides d’argent dont au moins I’'une des dimensions est
inferieure a 100 nm ont regus beaucoup d’attentions due a leur activité antibactérienne. [5] ont
démontré que l’activité antibactérienne des nanoparticules d’argent contre staphylococcus
aureus pouvait étre modifié¢ avec la variation de la taille des nanoparticules d’argent .IIs ont
trouvé que l’activité antibactérienne diminuait avec 1’augmentation de la taille des
nanoparticules. [6] ont proposé un mécanisme d’action des nanoparticules d’argent contre la
bactérie gram positive staphylococcus aureus. Ils ont confirmé que la formation de trous

membranaires pouvait étre un facteur important inhibant la croissance bactérienne.

La forme des nanoparticules d’argent joue un rdle important dans leur puissance

antibactérienne contre les bactéries gram négatif [7].Peu d’études sont en mesure de donner
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une estimation de l’influence de différentes surfaces de nanoparticules d’argent sur leur

activité antimicrobienne contre les bactéries gram positif.

IV .3.2 Activité antibactérienne synergique des nanoparticules d’argent avec

différents antibiotiques conventionnels

Nous avons testé les nanoparticules d’argent synthétisées avec différentes concentrations du
nitrate d’argent sur deux bactéries staphylococcus aureus et staphylocoque a coagulase
négative résistantes a la methicilline .La méthode utilisé est la méthode de diffusion des
disques d’antibiotique sur un milieu gélos¢ Muller Hinton (MH) qui est un milieu nutritif pour
tout types de bactéries. Le principe est le suivant : On dépose une quantité connues de
nanoparticules d’argent (10ul) sur des disques d’antibiotiques qui se sont révélés inefficaces
sur la bactérie testée lors du test antibiogramme (diametre d’inhibition inferieur & 6 ou un
diameétre d’inhibition répertorié comme valeur résistante par le CLSI [8].Des boites témoins
sont utilisées pour témoigner de I’activité des antibiotiques seuls sur la méme bactérie . Apres
24h d’incubation a 37 ° les diametres d’inhibition autour des disques d’antibiotiques chargés
de nanoparticules d’argent sont lus en mm et présentés sous forme d’histogramme (Voir les

figures V-2 et IV-3)
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Figure 1V-2 Diametres d'inhibitions de la bactérie S.aureus résistante a la méticilline .L’ association
des antibiotiques fréquemment utilisés pour traiter cette bactérie avec les nanoparticules d’argent
synthétisées avec différentes concentrations du precurseur AGNO3 0.0015M,0.0025M ,0.0030M et
0.0035M montre une augmentation significative des diamétres d’inhibition autour des disques
antibiotiques Oxacilline et Erythromycine chargés de nanoparticules d’argent synthétisées avec
différentes concentrations du précurseur : 0.0030M et 0.0025M respectivement
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Figure V-3 Diamétres d'inhibition de la bactérie Staphylocoque a coagulase négative résistante a la
méticilline . Les antibiotiques testés sont choisis délibérément pour leur inefficacité contre la bactérie
(Histogrammes en noir) .Leur association avec les nanoparticules d’argent synthétisées avec différentes
concentrations du précurseur AgNO3 0.0015M,0.0025M ,0.0030M et 0.0035M montre une
augmentation significative de tous les diamétres d’inhibition.
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Figure 1V-4 Boites de MH pour le test anti-SARM
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Figure 1V-5 Boite MH pour le test anti-SCNRM
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IV .3.3 Discussion :

L’effet antibactérien de 1’association de différentes suspensions de NPs d’Ag 0.0015M,
0.0025M, 0.0030M ,0.0035M avec différents antibiotiques a été étudié contre S.aureus et
Staphylocoque a coagulase négative (SCN) résistantes toutes les deux a la methicilline.

Les nanoparticules d’argent (NPs d’Ag) associées a ces différents antibiotiques ont montré
une augmentation significative de 1’action bactéricide contre S.aureus et SCN résistantes a la
methicilline .En effet, D’activit¢ antibactérienne de tous les antibiotiques Pénicilline
,Oxacilline , Céfoxitine, Erythromycine ,Acide fusidique, Amoxicilline, Ticarcilline,

Ampicilline, kanamycine, Cefotriaxone, a augmenté en présence de nanoparticules d’argent .

On observe cela dit une activité antibacterienne contre la souche SCN supérieure a S.aureus.

Les plus grandes zones d’inhibition ont été observées pour 1’Oxacilline et I’Erythromycine en
présence des nanoparticules d’argent synthétisées avec 0.0025M AgNO3 contre
Staphylococcus aureus. Et pour les antibiotiques Cefotaximes et Ticarcyline associés aux
nanoparticules d’argent synthétisées avec 0.0030M AgNO3 contre Staphylocoque a coagulase

négative.

Les nanoparticules d’argent peuvent étre combinées avec des antibiotiques afin d’augmenter
leur potentiel bactéricide [9].En effet,[10] ont signalé 1’augmentation de [P’activité
antibactérienne de la pénicilline , et Erythromycine au contact des nanoparticules d’argent
contre S.aureus , pseudo monas et E. colis. Aussi ,[11] ont également rapporté I’augmentation
de I’activité antibactérienne de I’ampicilline , la Kanamycine et I’Erythromycine au contact

des nanoparticules d’argent .

IV.3.4 Mécanismes d’action antibactérienne des nanoparticules d’argent :

les nanoparticules d’argent sont de redoutables agents antimicrobiens grace a de multiples
modes d’action antimicrobiens [12] .Les plus importants sont Il'adhésion des AgNPs aux
cellules microbiennes grace a I’attraction électrostatique entre les nanoparticules d’argent
chargés positivement et les membranes cellulaires chargés négativement [13] . L’attachement
des nanoparticules d’argent sur la membrane va altérer la structure membranaire, la
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perméabilité et les activités de transports de la cellule. Dans un autre cas ,aprés 1’adhésion les
nanoparticules d’argent pénétrent a l'intérieur des cellules, et générent de radicaux libres et
des espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS ) ainsi que la modulation des voies de transduction
du signal microbien [14], [15]

IV .4  conclusion

La caractérisation par DLS a montré une distribution de tailles des nanoparticules d’argent
presque similaire ,Cela dit I’activité antibactérienne des nanoparticules d’argent synthétisées
avec différents rapports AgNO3 /PVP ont montré différents diamétres d’inhibition des
bactéries multi résistantes testées .En effet , Les nanoparticules d’argent synthétisées avec
une concentration du précurseur 0.0015M présente ’activité antibactérienne la plus efficace
contre les deux bactéries Pseudomonas aeruginosa et staphylococcus aureus . Aussi les
nanoparticules d’argent synthétisées avec une concentration 0.0025M AgNOs ; ont ’activité
antibactérienne la plus synergétique avec différents antibiotiques tels que Ticarcilline et
Erythromycine.
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CONCLUSION GENERALE

Les nanoparticules d’argent ont été préparées par réduction chimique dans deux milieux
dispersifs différents : 1’éthanol et le méthanol .Le nitrate d’argent a été utilis€ comme
précurseur et I’acide benzoique comme agent réducteur. Deux parameétres ont été
considérés. La variation de la concentration du précurseur ainsi que la température de
synthése des nanoparticules .la formation de nanoparticules d’argent a été suivi par
spectroscopie  d’absorption UV-Vis. Cette derniere a révélé la formation de
nanoparticules d’argent en présentant le maximum d’absorption typique de la résonance

plasmon de surface sur la bande 435-446 nm.

La spectroscopie UV -visible de tous les échantillons révéle que les nanoparticules
d’argent synthétisées présentent une forte absorption dans la région visible .Nous avons
conclue que les meilleures resultats étaient observés pour la concentration 0.0025M
AgNOs dans la solution colloidale préparée dans un milieu solvant éthanol ou le pic
d’absorption est le plus intense et le spectre le moins étendu. La température de synthese
joue un réle important dans le processus de réduction ; ou elle augmente la vitesse de
réaction. Nous avons trouvé un phénomene multipolaire dépendant de la température et
li¢ a ’agrégation des nanoparticules d’argent entre elles et donc a I’¢largissement de la
taille des nanoparticules, provoquant ainsi un decalage vers le rouge du pic de résonance

plasmon.

Les resultats de la caracterisation par TEM ont montré des nanoparticules d’argent de forme

spheroidale avec differents rapports d’aspect allant 1.1 a 1.9 et des tailles differentes suivant

les conditions d’laboration ; Les tailles obtenuessont en moyenne au alentour de 10 nm.

Les resultats DLS ont confirmé ceux obtenus par TEM, ils ont montré une distribution

homogene

Dans cette étude , nos efforts se sont dirigés vers 1’application in vitro des nanoparticules

d’argent comme agent antibactérien utilisé en association avec différents antibiotiques contre

les deux souches bactériennes gram positif résistantes a la methicilline : le staphylococcus

aureus et le staphylocoque a coagulase négatif. Ces derniéres se sont révélées résistantes aux

différents antibiotiques appartenant aux classes de médicament beta-lactamines,

aminoglycosides , macrolides
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Leur effet antibactérien a été étudié avec une technique couramment utilisée en milieux
hospitalier pour les antibiogrammes. La technique de diffusion de disques ou méthode kirby
bauer sur un milieu nutritif gélosé (Mueller Hinton) .Pour cela des disques d’antibiotiques
servant de témoins négatif ont été imprégnés de différentes concentrations de NPs d’Ag . Le
but étant de montrer une amélioration de I'efficacité des thérapies antimicrobiennes. Nous
avons confirmé I’effet bactéricide des nanoparticules d’argent. Cet effet a été étudié en

fonction des paramétres d’¢laboration des nanoparticules d’argent.

Ce travail n’est qu’une contribution dans les efforts consentis par les chercheurs dans les
différents centres et universités du monde, pour I’émergence de la nanotechnologie et ses

applications dans le domaine du bien étre humain.

En perspectif de ce travail, nous pensons qu’il serait judicieux de tenter d’appliquer ses

résultats en particulier I’effet antibactérien sur d’autres souches de bactéries.

En plus de leur potentiel antimicrobien attrayant et polyvalent, les AgNPs fournissent des
particularités mécaniques, optiques, chimiques et biologiques qui les recommandent pour la
conception, l'obtention et I'évaluation clinique de biomatériaux et de dispositifs médicaux a
performances améliorées. Néanmoins, des études approfondies sur leur toxicité a court et a

long terme, ainsi que sur les mécanismes responsables liés a la toxicité, sont nécessaires.
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