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Introduction générale

Les aliments et les emballages sont étroitement liés et interdépendants. Il existe de
nombreuses réactions chimiques et physiques entre les aliments, leur emballage et
I'environnement qui modifient la composition, la qualité et les propriétés physiques des
aliments et des emballages. Les demandes croissantes de protection de la qualité des aliments
par l'emballage et le développement rapide de nouveaux matériaux ou technologies
d'emballage ont augmenté ces études d'interaction ces derniéres années [1].De nouveaux
matériaux polymeres avancés sont en cours de développement pour améliorer les emballages
alimentaires. Le développement de ces matériaux repose non seulement sur les polymeres
traditionnels, mais également sur les nouvelles technologies telles que les bio-polymeres, les

nanotechnologies, les nano-composites [2].

Les nanosciences comptent parmi les développements les plus prometteurs en science des
matériaux. Le préfixe 'nano’, du grec pour 'trés petit’, définit la gamme de taille des objets
étudiés allant d'un a plusieurs centaines de nanomeétres. Depuis deux décennies, la
communauté scientifique et le secteur industriel s’intéressent au développement des
nanomatériaux. Trois grandes familles sont distinguables : les nano-objets (hanoparticules,
nanotubes, nano-fibres), les matériaux structurés en surface et les matériaux structurés en
volume. Diverses méthodes (physiques, chimiques, biologiques) permettent leur production.
En particulier, de grands efforts ont été faits pour développer et affiner des méthodes de
synthése permettant la production de nano-objets de taille et de forme contrélées [3].

La synthese des nanoparticules peut étre realisée par différentes méthodes ; y compris
des approches physiques, chimiques et biologiques. La synthese verte autrement dit synthese
biologique des nanoparticules en utilisant les micro-organismes et les extraits des plantes [4]
est souhaitable pour fournir une voie desynthése économique, écologique [5], facilement
disponible et plus propre [6]. En fait, les voies de biosynthése peuvent délivrer des
nanoparticules avec des tailles et des morphologies mieux définies que certaines méthodes
physico-chimiques. Les nanoparticules biologiques ont trouvé des applications importantes
dans le domaine de la médecine en raison de leur aptitude a la fonctionnalisation biologique
[4]. Parmi diverses nanoparticules, les nanoparticules d'argent (AgNPs) ont été I'une des
cibles de recherche les plus populaires au cours des derniéres décennies [7] en raison de leur
potentiel.

Tomate (Solanum lycopersicum L.) est un réservoir de diverses molécules anti-oxydantes
dont I’acide ascorbique, la vitamine E, les caroténoides et les poly phénols. Le lycopéne,

caroténoide qui donne a la tomate sa couleur rougeatre, est I’'un des puissants antioxydants qui
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joue un role important dans de nombreuses fonctions biologiques [8]. En plus d'étre
consommé comme légume cru, il est transformé en divers aliments tels que le ketchup, les
pates, les sauces et les jus. La production commerciale de tomates génére généeralement une
grande quantité de déchets. Le pourcentage de déchets provenant de I'industrie des produits a
base de tomates varie en fonction de la maniere dont le produit est traité. Ces déchets peuvent
étre utilisés comme matiére premiere pour extraire des composés bioactifs tels que les
caroténoides et la pectine [9,10].
Ce manuscrit est devisé en cing chapitres :
+ Le premier chapitre est consacré aux généralités sur les composés phénoliques, leurs
propriétés biologiques et leurs sources.
+ Le deuxiéme chapitre couvre des informations générales sur la nanotechnologie, les
nanoparticules d’argent, leurs syntheses et caractérisations.
+ Le troisiéme chapitre illustre des généralités sur les notions plans d’expériences en
présentant la terminologie et les types des plans d’expériences.
+ Le quatrieme chapitre décrit les différentes techniques et étapes pour synthétiser les
nanoparticules d’argent ainsi que le matériel et les méthodes utilisées.

+ Le cinquieme chapitre illustre les résultats obtenus avec leurs interprétations.

v
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Chapitre |
Composés phénoliques

Au cours des quinze derniéres années, les chercheurs et les fabricants des denrées
alimentaires se sont intéressés de plus en plus a une catégorie d’antioxydants, les polyphénols.
Cela s’explique principalement par la reconnaissance des propriétés antioxydantes de ces
composés, leur abondance dans I’alimentation et leur role probable dans la prévention des

maladies associées a I’oxydant de stress
I.1. Définition

Les composés phénoliques également dénommeés les polyphénols, sont des molécules qui
ont été synthétisées a partir de plantes. Elles font partie de leur métabolisme secondaire et
contribuent a se défendre contre les agressions environnementales. Ce sont des
phytomicronutriments et sont habituellement responsables de la couleur des feuilles et des
couleurs des fleurs et des fruits (jaune, orange, rouge).

Les composés phénoliques sont distribués de maniére omniprésente dans la plupart des
tissus végétaux, y compris dans les parties comestibles telles que les fruits, les graines, les
feuilles, les tiges, les racines, etc. Tous les composés phénoliques contiennent au moins un
cycle aromatique avec un groupe hydroxyle dans leur structure. Il existe plus de 8000
composés phénoliques végétaux individuels, avec une grande variabilité structurelle [1].

1.2. Classification

La classification des composés phénoliques s’appuie essentiellement sur la structure, le
nombre de noyaux aromatiques et les éléments structurels qui les lient. 1ls peuvent étre classés
en deux groupes principaux : les flavonoides et les non-flavonoides, comme le montre la
figure (1.1).

-
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Polyphénols
l l
Flavonoides Non-flavonoides
} l
Flavone Acide phénolique
! !
Isoflavone Stilbene
l l
Flavonol Lignane
l l
Flavan-3-ols GOt
| l
Tanins
Flavanone

l

Anthoyanidine

Figure 1.1 : Classification des composés phénoliques.

a. Flavonoides

Sont les composés phénoliques les plus abondants dans les fruits et Iégumes, représentant

pres des deux tiers des composés phénoliques alimentaires, et en tant que groupe, ils sont les
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plus bioactifs. lls contiennent un squelette phényl benzopyrane, deux cycles phényle (A et B)

reliés par un cycle pyrane hétérocyclique (cycle C) [1], comme le montre la figure (1.2).

Figure 1.2 : Squelette phényl benzopyrane, structure de base des flavonoides [1].

> Les flavonoides peuvent étre divisés en six groupes ou familles, selon les différences
de cycle pyrané, comme le montre le tableau (1.1).

Tableau 1.1: Principales classes des flavonoides [1].

Classe Structures chimique Rl | R2 | R3 |R4| R5 | R6 Exemple

Flavones H OH I  OH| H | OH | H Apigeénine

Isoflavones OH H Génistéine

Flavonols R, OH | OH Myricétine
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Flavanones Tl H Naringénine
OH
HO\ l G
Flavan 3-ols OH OH | H H (+) Captures

OH
Anthocyanidines OH OH | H Cyanidine
s JOH
HO, = O T
[ I
T{ i

OH

b. Non-flavonoides

Le groupe non-flavonoide se compose de composés phénoliques avec une large variété de
structures chimiques, dont la plupart sont plus petits et plus simples que les flavonoides,
cependant il y a aussi des composés aux structures complexes et aux masses moléculaires

élevées [1].
% Acides phénoliques (C6-Clou C6-C3)

Les acides phénoliques peuvent étre divisés en acides hydroxybenzoiques et acides

hydroxycinnamiques [1].

e Acides hydroxybenzoiques (Cs-Cy)
Sont rarement trouvés sous leur forme libre, ils apparaissent généralement glycosylés, liés

a de petits acides organiques (quiniques, maléiques ou tartriques) ou liés a des composants
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structuraux des cellules végétales (cellulose, protéines ou lignine) [1], comme le montre la

figure (1.3).

R1 R2 R3 R4
Salicylic acid (2-hydroxybenzoic) OH H H H
p-Hydroxybenzoic acid (4- H H OH H
hydroxybenzoic)

Protocatechuic acid H OH OH H
Vanillicacid H OCH3; OH H
Gallicacid H OH OH OH
Syringic acid H OCH; OH OCH;

Figure 1.3 : Structure de I’acide hydroxybenzoique [1].

e Acides hydroxycinnamiques (Cs-C3)

Les principaux acides hydroxycinnamiques sont : I'acide coumarique, l'acide caféique et

les formes méthylées des acides férulique et sinapique ; cependant, comme pour les autres

acides phénoliques, les acides hydroxycinnamiques sont presque toujours liés a de petites ou

grandes molécules [1], comme le montre la figure (1.4).

R1 R2
p-Coumaric acid (4- H H
hydroxycinnamic)
Caffeic acid OH H
Ferulic acid OCH; H
Sinapic acid OCH3; OCH3

Figure 1.4 : Structure de I’acide hydroxycinnamique [1].

% Stilbenes (C6-C2-Cp)

Sont des non-flavonoides typiques du raisin et du vin.
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e Trans-resveratrol
Est le polyphénol le plus important avec un squelette de stilbéne ; on le trouve

principalement dans le vin rouge et dans la peau des raisins rouges, mais aussi, en petites
quantités, dans d’autres raisins et baies, cacahuetes et pistaches [1], comme le montre la figure

(1.5).
OH

ey (]

OH

Figure 1.5 : Structure de stilbéne (Trans-resvératrol) [1].
% Lignanes (C6-C3-C3-C6)

Sont des non flavonoides formés de deux unités phénylpropanoides, ils sont largement

distribués mais présents a de faibles concentrations dans les céréales, les fruits, les noix, les

Iégumes, etc [1], comme le montre la figure (1.6).

Figure 1.6 : Structure de lignane [1].

% Coumarines
Les coumarines constituent une vaste famille de métabolites secondaires que I'on trouve

dans diverses especes de plantes (plus de 1300 coumarines ont été identifiées a partir de
sources naturelles, en particulier les plantes vertes), mais aussi dans les champignons et les

micro-organismes [2], comme le montre la figure (1.7).
L
(o) o

Figure 1.7 : Structure de coumarine [2].

-
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< Tanins

Ce sont des polyphénoles polaires d’origine végétale, existent dans presque chaque partie
de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines, leurs poids moléculaire s’étendent de 500
a 3000 Da. Il est classique de distinguer deux grands groupes de tanins différant a la fois par
leur réactivité chimique et par leur composition : les tanins hydrolysables et les tanins

condensés [3].
» Tanins hydrolysables

Ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique
(alcaline ou acide) ou enzymatique. lls libérent une partie non phénolique (souvent du glucose
ou de I’acide quinique) et une partie phénolique qui peut étre soit de 1’acide gallique (cas des
gallotanins comme le tanin de Chine, quelque fois appelé acide tanique) soit un dimére de ce
méme acide, ’acide ellagique (cas des tanins ellagiques ou ellagitanins comme ceux du

chataignier) [3].
» Tanins condensés

IIs sont des oligomeéres ou des polymeéres de flavan-3-ols, ils sont résistants a I’hydrolyse

et seuls des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader [3].
1.3. Propriétés biologiques d’intérét des composés phénoliques
I.3.a. Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de
la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les
insectes, résistance aux UV); soit directement dans la nature soit lors de la conservation apres
récolte de certains végétaux; dans les critéeres de qualité (couleur, astringence, amertume,
qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'nomme dans sa consommation des
organes veégetaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui en derivent par la
transformation; dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des
traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées...) pendant
lesquels apparaissent freqguemment des brunissements enzymatiques qui modifient la qualité
du produit fini [3].

0
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1.3.b. Chez les humains

Le r6le des composés phenoliques est largement mis en évidence dans la protection
contre certaines maladies a cause de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et
leurs propriétés antioxydantes [3]. Ces derni¢res années, l’intérét pour les composés
phenoliques a augmente, en particulier pour les flavonoides qui ont de nombreux effets
biologiques tels que les anti-inflammatoires, antiallergiques et antibactériens [4]. Le tableau
ci-dessous résume des exemples de certains composés phénoliques et de leurs activités

biologiques :

Tableau 1.2: Propriétés biologiques de quelques polyphénols dans 1’organisme.

Polyphénols Activités biologiques Auteurs

Flavonoides Anti-oxydantes, [5]
hépatoprotectrices,
antibactériennes, anti-
inflammatoires,
anticancéreuses, antivirales

Acides phénoliques (acide Anti-oxydantes, [6]
hydroxybenzoique ; acide antibactériennes,
hydroxycinnamique) antimutagenes,
anticancereuses
Anthocyanes Anti-inflammatoires, anti- [7]
cedémes,
anti-oxydantes, anti-
tumorales
Tanins Anti-oxydantes, anti- [8]

inflammatoires,
antidiabétiques,
antimicrobiennes

Lignanes Anti-oxydantes, anti- [9]
radicalaires,
antifongiques,
antibacteriennes,
antivirales, antiallergiques,
anti-asthmes, anti-
inflammatoires

Coumarines Anti-oxydantes, [2]
anticancéreuses,
antibactériennes,
antifongiques, antivirales,
anti-inflammatoires, anti-

-
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convulsivantes,
anticoagulantes,
antidiabétiques

1.4. Sources

1.4.1. Agrumes
e Définition

Le mot «Agrume » d’origine Italienne, est un mot qui désigne les fruits comestibles par
extension aux arbres qui les portent appartenant au genre « citrus » [10].

Les agrumes viennent des régions chaudes. L’orange, le citron, la mandarine, le
pamplemousse ou le cédre sont les espéces les plus célébres.
1.4.1.a. Classification botanique

La position systématique des agrumes est comme suit [11], comme le montre la figure
(1.8):
Reégne : Végétal
Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

§ é & . ‘ 3
Classe : Eudicotylédones 2§ b N o\ i
‘ ;, :
Ordre : Rutales x ( - L we
g g C. micrantha @L Gl roggeta C.\maxima
Sous classe : Rosidées g 2
, &g R

Famille : Rutaceae
Genres : Citrus, Fortunella, Poncirus.

Microcitrus Clymenia Poncirus Citrus Fortunella  Eremocitrus

Agrumes vrais
(6 genres botaniques)

Sous tribu des Citrinae

Tribu des Citreae
Sous famille des Aurantioideae
Famille des Rutaceae

Figure 1.8 : Classification des agrumes [12].
1.4.2. Plantes médicinales

Sont des plantes utilisées pour la prévention, le traitement ou le soulagement de diverses
maladies. Les plantes médicinales sont des drogues vegétales dont au moins une partie

possede des propriétés médicamenteuses.

Il existe environ 500.000 plantes sur la terre, environ 10.000 d'entre eux, ont des
propriétés médicinales la plupart de ces plantes sont bien connues et utilisées

traditionnellement dans le monde [13].
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1.4.2.1. Grande Ortie (Urtica dioica L.)

1.4.2.1.a.Classification botanique

Plante herbacée vivace connue pour ses piqures, sa longueur varie de 80 cm a 1 m. Ses
feuilles sont vertes opposées deux a deux, de forme ovale, pointues, de 8 cm de long et 6 cm
de large (figure 1.11). Les tiges sont droites, solides, sans branches, quadrangulaires en coupe
transversale et recouvertes d'urticaire (figure 1.10).

Aujourd'hui, l'ortie est prescrite en cas de fievre, d'arthrite, d'anémie et d'urticaire [13].
Cette espéce est classée comme suit [14].

Regne : Plantae (plantes)

Sous-regne : Tracheobionta (plantes vasculaiires)
Embranchement : Magnoliophyta
(phanérogames)

Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida (dicotyledones)
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Urticales

Famille : Urticaceae

Genre : Urtica L.

Espece : Urtica dioica L.

Figure 1.10: Tige d’Urtica dioica L.
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Figure 1.11: Dimensions d’Urtica dioica L. Figure 1.12 : a. Parties aériennes fraiches;
b. Racine fraiche.

1.4.2.2. Romarin (Rosmarinus officinalis)
1.42.2.a. Classification botanique

Le romarin est un arbuste sempervirent trés aromatique aux feuilles étroites vert foncé (1
a 2m de haut). Il s'agit de I'une des familles les plus répandues dans le bassin méditerranéen,

en particulier en Algérie.

Le romarin est en effet considéré comme une plante tonique, revigorante, stimulante:

autant de vertus que refléte sa saveur aromatique bien particuliere [13].
Reégne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopisda
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus Figure 1.13 : Plante de romarin.

Espeéce : Rosmarinusofficinalis
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1.4.2.3.Pissenlit (Taraxacum officinale)
1.4.2.3.a.Classification botanique

Le pissenlit est également appelé dent-de-hon, du latin dens leoms, allusion a la forme

tres découpée de ses feuilles [13].
C’est une plante vivace, aux feuilles lisses dentelées, a fleurs jaunes et a tige creuse.

L'espece est répertoriée comme suit [15] :

Regne : Plantae

Embranchement : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Taraxacum
Espece : Taraxacum officinale Figure 1.14 : Plante de pissenlit.
1.4.3. Fruits et légumes

Le fruit est ’organe alimentaire des plantes fleurissant, qui contient les graines et suit la
fleur. Un 1égume est la partie d’un Iégume qu’on consomme. IIs sont des substances riches en
fibres, vitamines, minéraux et composés phénoligues. lls ont un effet favorable sur la santé et
un réle de protection pour prévenir les maladies telles que: (le cancer, les maladies

cardiovasculaires, I’obésité, le diabete...).
1.4.3.1. Tomate

La tomate (Lycopersicon esculentum) est une culture légumiére des Solanacées famille

originaire de la région andine d’Amérique du Sud. Les tomates et les produits a base de
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tomate sont riches sources de vitamine C et A, lycopéne, B-caroténe, lutéine, lectine et d’une

variété de composés phenoliques telles que les flavonoides et les acides phénoliques [16].
1.4.3.1.a. Classification botanique

La tomate est une plante herbacée annuelle rustique et vigoureuse. Elle est cultivée
comme plante annuelle dans les régions tempérées, mais dans son climat tropical d'origine,
elle est considérée comme une plante vivace de courte durée. Cette espece est classée comme
suit [16] :

Nom latin : Solanum Lycopersicon
Famille : Solanaceae

Ordre : Scrophulariales
Sous-ordre : Splanineae

Genre : Lycopersicon

Sous-genre : Eulycopersicon
Espeéce : Lycopersicum Esculentum Figure 1.15 : Tomate.
1.4.3.1.b. Composition chimique

Tableau 1.3: Teneurs en composants organiques dans 100 g de tomate [17].

Composants Teneurs (mg/100 g)
Glucides 3900
Lipides 210
Protides 736
Fibres alimentaires 950
Vitamine A (béta-carotene) 0,592
Vitamine B1 0,057
Vitamine B2 0,035
Vitamine B3 0,530
Vitamine B5 0,310
Vitamine B6 0,100
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Vitamine B9 0,022
Vitamine C 19

Vitamine E 0,813
Vitamine K 0,0056

Tableau 1.4: Teneurs en composants minéraux dans 100 g de tomate [17].

Composants

Eau
Bore
Calcium
Chlore
Chrome
Cobalt
Cuivre
Fer
Fluore
lode
Magnésium
Manganése
Nickel
Phosphore
Potassium
Sélénium
Sodium

Zinc

Teneur (mg/100 Q)
93900
0,115

8,90
30
0,020
0,0017
0,057
0,316
0,024
0,0011
11
0,108
0,0058
22
235
0,0010
3,3
0,152
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Chapitre 11

Nanotechnologie

Ce chapitre décrit les informations générales sur les nanoparticules, les différentes
méthodes de synthése pour les obtenir, leurs avantages et leurs inconvénients, suivis
d'informations sur les nanoparticules d'argent, leurs applications dans divers domaines et leurs

mécanismes de formations.
11.1. Nanotechnologie

La nanotechnologie a été définie de diverses manieres par différents scientifiques. Selon
I‘Initiative Nationale de Nanotechnologie (National Nanotechnology Initiative = NNI) aux
Etats-Unis: «nanotechnologie désigne la recherche et le développement technologique a
I'échelle atomique, moléculaire ou macromoléculaire (1 a 100 nm), la capacité de contréler ou
de manipuler au niveau atomique ainsi que de créer et d'utiliser des structures, dispositifs et
les systémes qui ont de nouvelles propriétés et fonctions a cause de leur petite et moyenne
taille [1]. Une autre définition donnée par la société royale et 1‘académie royale d'ingénierie
est «la nanotechnologie est la conception, la caractérisation, la production et I'application de
structures, de dispositifs et de systemes en contr6lant la forme et la taille a I'échelle
nanomeétrique » [2]. Ainsi, I'amélioration des propriétés des matériaux grace au contréle de
leurs structures a I'échelle nanométrique est au cceur des nanotechnologies [3].

Cette définition suggére la présence de deux conditions pour la nanotechnologie. La
premiére concerne I'échelle: les nanotechnologies utilisent les structures en contrélant leur
forme et leur taille a I'échelle nanométrique. La deuxiéme condition est la nouveauté: la
nanotechnologie doit faire face a de petites choses d'une maniére qui tire profit de certaines
propriétés en raison de la nano-échelle [4].

La nanotechnologie peut étre plus ou moins catégorisée. Ce sont les nano-procédés de
fabrication, les nanomatériaux et les nano-dispositifs pour les nouvelles fonctionnalités de

haute performance, et les nano-mesures [5].

-
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11.2. Nanomatériaux
Il existe plusieurs définitions du terme nanomatériau, établies par divers organismes et
instances:

e L‘organisation nationale de normalisation (ISO) fut le premier organisme international
a etablir en 2008 une définition, dans un document référencé TS 27687 et actualisé
depuis [6]. Selon cette organisation, un nanomatériau est un matériau ayant une
dimension externe a I'échelle nanométrique ou ayant une structure interne ou une
structure de surface a I'échelle nanométrique [7] ;

e Dans une recommandation, la Commission européenne (CE) a suggeré la definition
suivante : on entend par un nanomatériau, un matériau naturel, formé accidentellement
ou manufacturé contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou sous forme
d’agglomérat, dont au moins 50% des particules, dans la répartition numérique par
taille, présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 nm et 100 nm
[8].

Deux grandes familles de nanomatériaux sont ainsi distinguées : les nano-objets et les

matériaux nanostructurés [6,9].

11.3. Nanoparticules

Les nanoparticules sont généralement définies comme des particules dont au moins une
dimension est inférieure a 100 nm [10]. Le rayon typique d’un atome étant de I’ordre de 0,1
nm, une nanoparticule peut-étre constituée de quelques dizaines a plusieurs centaines
d’atomes. Par exemple, les nanoparticules les plus célebres, les fullerénes, sont constituées de
seulement 60 ou 70 atomes de carbone [11].

Les NPs sont généralement divisées en différentes catégories en fonction de leur
morphologie, de leur taille et de leurs propriétés chimiques. Sur la base des caractéristiques
physiques et chimiques, certaines des classes bien connues de NPs sont: NPs a base de
carbone ; NPs métalliques ; NPs céramiques ; NPs semi-conducteurs ; NPs polymeres et NPg
a base de lipides [12].

-
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11.4. L’argent

Il s'agit d'un métal malléable, ductile et précieux connu depuis la nuit des temps (ses
premiers débuts vers 5000 avant notre ere) et est situé dans le groupe 11 (Ib) et la période 5 du
tableau périodique (figure 11.1). L'argent est réparti & grande échelle dans la nature. Mais son
abondance dans la crodte terrestre est tres faible (0.05 ppm) par rapport aux autres métaux.
L'argent a le numéro atomique 47 et le poids atomique de 107.880, et sa configuration
électronique a I'état fondamental est [Kr] 4d105s1.Majoritairement, I'argent peut exister dans
un mélange d'isotopes, 107Ag et 109Ag. L'argent est sensiblement diamagnétique et sa
susceptibilité magnétique est presque indépendante de la température, de la température

ambiante a juste en dessous du point de fusion [13].

Figure 11.1 : Pépite d’argent [14].

11.4.1. Propriétés physiques et chimiques de I’argent

Les propriétés physiques et chimiques fondamentales de 1’argent sont récapitulées au
tableau (11.2).

Tableau 11.1 : Propriétés physiques et chimiques de I’argent [15].

Numeéro atomique, Z 47 Point de fusion 961.938 °C
Masse atomique, A 107.8682 u Densité (20°C) 10.492 g/cm®
(0 K) 10.63 g/cm®
Isotope (A=107) 106.9051 u Température de 226.5 K (0 K)
(51.84%) Debye 215 K (20 °C)
(A=109) 108.9048 u
(48.16%)

5
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Diametre atomique

Structure électronique

Etat de valence

Structure cristalline

Espacement des réseaux,

do

Potentiel électrochimique

Potentiel ionisation

Energie cohésive

0.2883 nm

[Kr] 4d" 5s*

Puissance
thermoélectrique

Résistivité electrique

1.35 pV/K (20 °C)

0.0147 pQ*m (0 °C)

1.2 Constantes C11=131.5GPa
élastiques (0 K) C12=97.33 GPa
Cubique Module d’Young 82.5 GPa (293 K)
ace-centré 91.3 GPa (0 K)
0.4078 nm Coefficient de 0.364 (293 K)
(20 °C) poisson
0.798 V Coefficient de Hall
(290 K) —9.0310-11 m?/ (A*s)
(20 K) ~10.231011 m?/ (A*s)
7574V (1) Energie de Fermi 5.52 eV =8.84310-19J
21.960 V (1)
36.10 V (I11)
2.96 eV/atom, Surface de Fermi Sphériques
(25°C) 285.8 KJ/mol

Susceptibilité

magnétique (masse)

-2.300*10”° m*/Kg (4.2 K)
-2.27*10° m3/Kg (295 K)

11.4.2. Propriétés biocides de I’argent

Les propriétés salutaires de l'argent pour limiter la diffusion des infections et

I'amélioration de I'hygiéne quotidienne est une pratique connue depuis plus de 7000 ans [16,
17]. Les Romains se servaient le nitrate d’argent, sans en comprendre le mécanisme d’action,
pour guérir les plaies, les brdlures et les ulceres [18].

L'argent en métal est inerte. Ceci dit, lorsqu’il s’oxyde au contact de 1’atmosphére ou
d’un environnement humide (Ag Métal — AQ,0), la dissolution de I’oxyde d’argent formé
conduit a la libération d’ions Ag". Ces ions ont une vaste gamme d'action, a la fois contre les
bactéries Gram-positives et Gram-négatives, ainsi que les levures, les champignons et les
virus. Il convient de noter que I'action biocide de I'argent dépend de la quantité d'ions Ag”
présents dans le milieu et effectivement disponibles pour interférer avec les micro-
organismes. En effet, en raison de sa réactivité elevée, l'argent peut interagir avec les

protéines et les sels du milieu en suspension (ex : formation d'AgCl, précipité tres faiblement
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soluble), ceci réduit le montant actif aux cellules. De plus, la lumiére a un effet négatif sur
l'efficacité biocide des ions Ag™ [19], car elle provoque la photo-réduction des cations en
atomes métalliques (AgP).

11.4.2.1. Mécanismes d’action antimicrobienne des ions Ag*

Plusieurs recherches permettent de comprendre les mécanismes d’action des ions Ag" sur
les bactéries. Du fait de leur complexité, ces mécanismes ne sont actuellement pas pleinement
élucidés et dépendent du genre et de I'espece du microorganisme en question. Toutefois, les
principaux lieux de couplage et modes d'action sont connus et documentés dans la
documentation.

Les ions Ag® interagissent avec plusieurs groupes a charge négative au sein des
molécules biologiques. Ces ions Ag" forment des liaisons avec les molécules biologiques
contenant le groupement thiol (—SH), en particulier certains acides aminés tels que la cystéine.
D'autres études font référence a l'interaction entre les cations Ag” et les acides aminés et les
groupes aminés peptidiques [20], aux fonctions amide des liaisons peptidiques et surtout a
I'oxygéne de la fonction carbonyle C=0. Il convient aussi de souligner l'interaction des ions
Ag" avec les bases des molécules d'’ADN et la formation de complexes Ag*/ADN [21].
Finalement, les ions Ag" se lient également aux groupes phosphatés reliant les bases des
molécules d'ADN.

Par contre, les ions Ag” n'interagissent pas avec les acides aminés dépourvus du fonction
chimique thiol comme la glycine ainsi que les acides aminés consistant en des ponts
disulfures ou contenant du soufre sous la forme —S— [22].
11.4.2.2. Activité antimicrobienne des nanoparticules d’argent

Par rapport aux sels d'argent, I'avantage des nanoparticules d'argent métallisé réside dans
la mesure ou ils représentent un réservoir ionique Ag® [23] permettant une activité
antibactérienne pour une période de temps prolongée. Ainsi Gibbins et Werner [24] ont
montré que les nanoparticules d’argent peuvent libérer des ions jusqu’a 100-200 jours en
fonction de leur quantité et de la nature de la matrice, alors que 1’argent ionique est actif sur
une période de quelques jours. Le rejet d’ions d’argent est effectué progressivement par
oxydation de la surface des particules métalliques pendant I’exposition a 1’air ou a un
environnement mouillé, puis dissolution de l'oxyde d'argent dans I'environnement
(phénomene de «leaching»). Comme les nanoparticules d'argent présentent une zone
spécifique trés haute, le potentiel de dégagement ionique d'Ag’ [25,26] est également

important.
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En conséquence, les nanoparticules d'argent sont plus actives que l'argent solide par
rapport aux bactéries [27], ce qui explique en partie leurs propriétés biocides [16].

I1.5. Nanoparticules d’argent

Les nanoparticules d’argent ou nano-argent sont des molécules ayant une taille de 20-40
nm, composées a 80% d’atomes d’argent et a 20% d’ions argent. Elles sont, devant les
nanotubes de carbone et les nanoparticules de titane, les nanoparticules les plus vendues et
relachées dans [I’environnement. Les nano-argent sont trés prisés par [’industrie
pharmaceutique et agroalimentaire, de part notamment leur propriété biocide. Néanmoins,
I’utilisation de ces nanoparticules reste controversée de par leur risque sur la santé et

I’environnement [28].
11.5.1. Applications dans le domaine agro-alimentaire et le traitement des eaux

L’argent est employé dans D’industrie alimentaire pour éviter les contaminations
microbiennes et prévenir 1’apparition d’un gout métallique. Des équipements en argent sont
utilises pour la manipulation d’huiles essentielles, de sirops et de jus de fruits [29].

Lohrer et al [30], ont mis au point un film alimentaire plastique dans lequel sont
incorporées des particules de phosphate de calcium biodégradables (diametre : 20-50 nm)
portant des nanoparticules d’argent (diamétre : 1-2 nm). Les microorganismes se présentant a
proximité du film dégradent les particules de phosphate de calcium, pour assimiler les
minéraux nécessaires a leur croissance, ce qui permet la libération progressive d’ions Ag’.
Les propriétés biocides de ce film ont été démontrées sur P. aeruginosa et C. albicans, sans
qu’il soit possible de reproduire la méme efficacité sur S. aureus et A. niger.

Les nanoparticules d’argent sont également utilisées pour empécher le développement
d’agents infectieux, notamment les Legionella, dans les circuits de distribution d’eau potable
[31]. Différents travaux démontrent I’efficacité antimicrobienne de filtres de polyuréthane, de
céramique ou de charbon actif contenant ces nanoparticules [32]. Zodrow et ses collaborateurs
[33] ont imprégné des membranes de filtration en polysulfone avec des nanoparticules
d’argent. Ces membranes ont provoqué une réduction de la viabilité d’E. coli, une inhibition
de la croissance de P. mendocina et ont également favorisé 1’élimination de virus. De maniére
similaire, des systemes de filtration de 1’air contiennent des nanoparticules d’argent

incorporées dans le charbon actif composant la membrane [32].
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11.6. Emballage actifs

La premiére utilisation de I’emballage actif a été proposée par Labuza, qui a défini
I’emballage actif comme gamme de technologies, qui représentent les lignes de carton entre
I’emballage actif et intelligent [34]. Les systémes d’emballage actifs améliorer la qualité et la
sécurité des aliments.
11.6.1. Emballage actifs antimicrobien

L’emballage antimicrobien est I’une des nombreuses applications de I’emballage actif
[35]. L’emballage antimicrobien est une biotechnologie prometteuse et en émergence rapide
dans laquelle des agents antimicrobiens sont incorporés ou enrobés dans les matériaux
d’emballage des aliments pour prolonger durée de conservation des aliments emballés. Les
objectifs de I’emballage actif antimicrobien sont la conservation de la détérioration
microbienne et des micro-organismes d’origine alimentaire dangereux [36, 37, 38]. De
nombreux conservateurs tels que : acides organiques, fongicides, bactériocines, protéines,
enzymes, gaz inorganiques, zéolite de substitution d’argent ont été incorporés dans
I’emballage matériaux pour fournir une activité antimicrobienne.
I1.7. Synthése et caractérisation des nanoparticules d’argent
11.7.1. Les propriétés physiques des nanoparticules

Le passage des états de masse aux nano-objets conduit a I'émergence de nouveaux
fonctionnalités et nouvelles propriétés.
11.7.1.1. Propriétés catalytiques

La réduction de la taille des nanoparticules entraine un rapport surface sur volume
important qui joue un rble prépondérant dans les propriétés mettant en jeu des échanges a
I’interface entre 1’objet considéré et son environnement. D'une certaine maniére, ce
pourcentage plus élevé d'atomes de surface rend le matériau plus réactif d'un point de vue
chimique, c'est un candidat prometteur pour une application en catalyse hétérogene. Haruta et
al. [39] il a été démontré que les nanoparticules d'or d'environ 3 nm de diametre catalysent
activement I'oxydation du CO, tandis que celles de plus de 10 nm sont inactives.
11.7.1.2. Propriétés optiques

La réduction de la taille d'un objet semi-conducteur ou métalliqgue a I'échelle
nanométrique entraine des changements drastiques de sa réactivitt dans la
région optique, par rapport au domaine du massif. Les propriétés (position spectrale,
amplitude et largeur spectrale) ce dernier dépend de la taille, de la forme et de
I'environnement des nanoparticules. L'effet de l'organisation de nanoparticules d'argent

bidimensionnelles dans un réseau hexagonal sur la résonance plasmonique de surface a

-



Chapitre 11 Nanotechnologies

également été étudié dans le cas de largent. Dépendance de la réponse optique,
la forme des particules est également soulignée. Mock et al. [40] ont effectivement évolué les
nanoparticules d'argent colloidal de différentes formes et tailles (triangulaires,
sphérique, pentagonale). Les auteurs ont également observé un passage a des longueurs
d'onde plus longues. Seulement une augmentation de la largeur a mi-hauteur des bandes par
rapport aux nanoparticules d'argent en solution. Ce phénomene est attribué a I'augmentation
de la constante diélectrique au voisinage des nanoparticules [41].

11.7.1.3. Propriétés magnétiques

Les caractéristiques des ferromagnétiques sont les moments magnétiques de chaque entité
élémentaire s'alignent spontanément dans le méme sens, contrairement aux paramagnétiques,
ou l'alignement est aléatoire. A haute température, les matériaux ferromagnétiques passent a
un état paramagnétique. En fait, I'énergie thermique perturbe le systéme, annulant
I'alignement et laissant un alignement aléatoire des moments magnétiques. La température de
transition est appelée température de Curie. Celle-ci diminue avec la taille du matériau
inspecté. En dessous d'une certaine taille, le systéeme doit étre ferromagnétique, mais en
dessous de la température de Curie il se comporte comme un matériau paramagnétique vis a
vis de la courbe d'aimantation [42].

La compréhension des parameétres clés qui déterminent les propriétés magnétiques des
nanoparticules est particulierement envisagée pour des applications dans les domaines de
I'électronique (stockage d'informations) [43] ou de la médecine [44]. Ces propriétés peuvent
étre influencées notamment par la forme des nanoparticules. Lagrow et al. [45]. Par exemple,
les nanocubes de nickel de 12 nm se sont avérés super paramagnétiques et présentent une
saturation magnétique quatre fois plus élevée que les nanoparticules de nickel sphériques. Il
est a noter que certains matériaux amagnétiques massifs, comme le rhodium, deviennent
nanomeétriques [46].
11.7.1.4. Propriétés vibrationnelles

En ce qui concerne les vibrations, le passage du cristal massif au nanocristal de taille finie
provoque la perte de la périodicité du réseau. La brisure de symétrie due a I'inclusion dans les
nanocristaux conduit a de nouveaux modes vibrationnels résultant du couplage entre les
modes longitudinaux et transversaux. Diverses techniques sont utilisées pour observer ces
modes de vibration, notamment : diffusion Raman basse fréquence (LFRS) [47] ou
spectroscopie pompe-sonde résolue en temps [48].

Hodack et al. [49] ont étudié les modes de respiration acoustique a basse fréquence dans

les nanoparticules métalliques cceur-coquille (Au-Pb) ont été étudiés par spectroscopie résolue
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en temps. Leurs résultats montrent que ces schémas respiratoires sont perturbes lorsque les

deux métaux ont des propriétés élastiques différentes.par des mesures LFRS, Courty et al.

[50] caractérise la cohérence vibratoire Nanoparticules d'argent organisées en 3D.

11-8.Approches de la synthese des nanoparticules

Plusieurs méthodes sont disponibles pour la synthese des NPs, mais ces méthodes

peuvent étre grossierement divisées en deux classes principales qui sont: Approche

ascendante et Approche descendante, comme le montre la figure (11.2).

Méthodes de préparation
des nanoparticules (NPs)

Approche ascendante,

ou Bottom-up

( Approche descendante,

Filature ; \
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syntheése ;
Synthése par
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-
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moléculaire. /

\

Synthése biologique
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algues, les plantes ...

~

ou Top-down

J

\_
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mécanique ;
Gravure
chimique ;
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laser ;
Electro-

explosion. )

Figure 11.2 : Méthodes de synthése typiques des NPs pour les approches descendante et

ascendante [51].
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11.8.1. Approche descendante, ou top-down

Une approche « descendante » consiste a fabriquer des nanoparticules a partir de substrats
massifs en décomposant ou en coupant les parties de base (atomes, agrégats). Il s'agit
principalement de techniques de synthése mécanique, d'usinage ou encore de lithographie

[52], comme le montre la figure (11.3).

D’une autre maniére, dans une approche descendante, le matériau en vrac est
essentiellement décomposé en particules nanométriques. Ceci est rendu possible par des
techniques avancées telles que l'ingénierie de précision et la lithographie qui ont été
développées et optimisées par l'industrie au cours des dernieres décennies. L'ingénierie de
précision prend en charge la majeure partie de I'industrie de la microélectronique tout au long
du processus de fabrication, et des améliorations combinées peuvent offrir des performances
élevées. Celles-ci incluent l'utilisation de nanostructures avancées a base de diamant ou de
nitrure de bore cubique et de capteurs pour le contrle de la taille, combinées a des
technologies de commande numérique et d'asservissement avancées. En lithographie la
surface est structurée par exposition a la lumiere, aux ions ou aux électrons pour déposer du
matériau sur cette surface afin de produire le matériau souhaité [53].

11.8.2. Approche ascendante, ou bottom up

Une approche "ascendante" consiste a créer des nanoparticules a partir de blocs de
construction. C'est-a-dire qu’il rassemble des atomes, des molécules ou de petits amas. La
synthese chimique par réduction d'ions métalliques ou de complexes en solution est la
méthode la plus courante et la plus utilisée, mais il existe également des techniques
d'évaporation/condensation ou de plasma a vapeur chaude [52].

D’une autre maniére, Une approche ascendante fait référence a I'empilement des
nanostructures de bas en haut. Atomes sur une base atomique ou moléculaire par des
méthodes physiques et chimiques a I'échelle nanométrique (1 nm a 100 nm) utilisant la
manipulation contrdlée de lI'auto-assemblage atomique et moléculaire. La synthese chimique
est une méthode de production de matiéres premiéres qui peuvent étre utilisées directement
dans des produits sous une forme désordonnée ou comme blocs de construction de matériaux
d'ordre supérieur. L'auto-assemblage est une approche ascendante qui s'assemble en
nanostructures ordonnées par le biais d'interactions physico-chimiques entre atomes ou
molécules. L'assemblage positionnel est la seule technique qui permet d'organiser librement

des atomes, des molécules ou des amas individuels [53].
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Figure 11.3 : Caricature montrant une approche descendante et ascendante [3].
11.9. Mécanisme de formation des nanoparticules

Le processus de formation des nanoparticules en solution est trés compliqué, de
nombreux parametres peuvent intervenir. Mais souvent vu comme une séquence de plusieurs

étapes qui peuvent étre facilement décrites en grandeurs thermodynamiques.
11.9.1. Nucléation

Les précurseurs organométalliques sont d'abord dissous puis réduits en atome de métal
de valence nulle [54]. Une sursaturation élevée des monomeres insolubles (atomes) conduit a
la formation de petits agrégats dus aux collisions. Cette deuxiéme étape s'appelle la
nucléation. Ceci correspond a la formation locale d'une nouvelle phase solide

thermodynamiquement stable au sein de la phase liquide.
11.9.2. Croissance

Les noyaux ayant atteint le rayon critique peuvent croitre en consommant des monomeres
en solution. Cette étape de croissance est thermodynamique favorable et 1’énergie libre
diminue avec 1’augmentation de taille. Cependant, deux processus physiques peuvent
déterminer et limiter ce phénomeéne : diffusion du monomere de la solution a la surface de la
particule et réaction du monomeére a la surface de la particule [55]. Plus la concentration de

monomere en solution est élevée, plus la croissance des particules est rapide.

Pour obtenir une population de particules monodisperses, les étapes de nucléation et de

croissance doivent étre idéalement séparées [56]. En effet, si la nucléation est courte et rapide,
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les particules vont grossir ensemble et la distribution de taille finale sera étroite. En pratique,
la solution contient des produits chimiques complexes qui empéchent la nucléation distincte.
Par conséquent, il y a un chevauchement entre les deux étapes lors de la synthese, ce qui

entraine une distribution de taille plus large que la théorie.
11.9.3. Murissement

Au fur et a mesure que la réaction progresse, le taux de sursaturation continue de
diminuer (il n’y a plus de monomeéres).La croissance ne peut plus continuer, une derniére
étape peut avoir lieu : c'est le phénomene de maturation d'Ostwald. C'est l'inter-diffusion des
monomeres des plus petites aux plus grosses particules. La force motrice de ce phénomeéne est
la minimisation de I'énergie inter-faciale totale du systéme [41].

11.10. Méthodes de synthése de nanoparticules d’argent

Les méthodes de synthese des nanoparticules en solution comprennent: diverses
conditions d'essai, caractéristiques communes des chemins dans la synthese présentée ici
implique I’utilisation de trios ingrédients essentiels : les précurseurs, les réducteurs et les
stabilisants. Un contréle précis de la taille, de la distribution de taille, de la forme et de la
composition des nanoparticules nécessite le controle et le réglage de divers parameétres de
réaction. La température, le type et la concentration des réactifs et des stabilisants sont tous

des parametres réglables. Les systémes disponibles sont donc tres divers.
11.10.1. Réduction chimique d’une solution d’ions Ag"
11.10.1.1. Réduction en milieu solvant

Le tableau (11.3) résume diverses études qui ont utilisé la réduction chimique en solution
pour synthétiser des nanoparticules d'argent. Les tailles des particules formées sont données
lorsqu'elles sont données dans les publications pertinentes.

-
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Tableau 11.2 : Méthodes de synthése par réduction chimique [57].

Solvant Réducteur Agent stabilisant Morphologie et taille
des particules
NH20H, HCI
(Chlorhydrate Nanosphéres
d'hydroxylamine)
Citrate de Sodium Citrate de Sodium Nanofils ou
nanosphéres 50-100 nm
Réactif de Tollens Nanosphéres
EAU Nickel de Raney Structure squelette
(poreuse) d’Ag
NaBHa4 Dodécanethiol Nanosphéres 2—7 nm
Ethyléne glycol PVP Nanofils 30-60 nm
Ethyléne glycol PVP Nanocubes
Genamin T020 Vésicules Nanospheres 3-9,6 nm
(agent tensio-actif multilamellaires
non ionique)
lon lon Réseau de
phosphotungstate ANEHERETITEELE Nanoparticules
Diméthylacétamide PEG Nanosphéres
DMF PVP Nanoprismes et
Nanospheres
Acétonitrile Tetrathiafulvalene Nanoarticules
Organique Dendritiques

Acide ascorbique

Radicaux libres
obtenus par
sonication

Micelles sous
forme
de tige

AAO

Nanotriangles

Nanofils

F
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Par réduction chimique, des nanoparticules peuvent étre obtenues en un temps
relativement court (quelques secondes) et avec des rendements > 90 %. De plus,
des nanoparticules de différentes tailles et formes peuvent étre facilement produites en
contrélant les conditions de réaction. Par conséquent, la sélection des composés organiques
(tensioactifs, polymeres et ligands stabilisants) utilisés pour passiver les particules et
empécher I'agrégation est l'un des facteurs les plus importants dans la fabrication des
nanoparticules. Le choix de I’agent réducteur est également important. Il peut aussi étre
toxique et dangereux d’origine naturelle, peu couteux, non toxique, respectueux de
I’environnement et de la santé. Certains d’entre cux jouent le double réle de stabilisateurs et
en méme temps un agent réducteur. Par exemple, des nanoparticules d'argent grossierement
sphériques peuvent étre générées en réduisant les ions Ag+ en présence de citrate de sodium.
Les cristallites ont un diamétre relativement grand (50-100 nm) et présentent une large
distribution de taille et de forme [58].

11.10.1.2. Réduction en microémulsion inverse

Le procédé de microémulsion inverse permet I'extraction des nanoparticules d'argent
de taille contrdlée et homogéne tout en surmontant les limites de la réduction chimique et en
empéchant l'agglomération des particules. Par conséquent, cette méthode presente des
avantages évidents dans la synthese de nanoparticules avec des diamétres et des morphologies

bien définis [59], comme le montre le tableau (11.4).

Tableau 11.3 : Méthodes de réduction chimique par microémulsion [57].

Réducteur Agent stabilisant Morphologie et taille des
Particules

Acide CTAB, molécules SDS Nanofils et nanostructures
ascorbique Dendritiques

KBH4 Micelles ellipsoidales Nanofils

(water/AOT/isooctane)
N2H4 Dodécanethiol, micelles Nanohexagones
AOT

NaBH4 PFPE-NH4 Nanosphéres 3,5 nm

Quercétine AOT Nanospheres 1-1000 nm

-
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Une microémulsion est un mélange ternaire d’eau, de tensioactif et d’huile ou un mélange
quaternaire d’eau, de tensioactif, de co-tensioactif et d’huile. En fonction du rapport des
différents composants et de la valeur de la Balance Hydrophile-Lipophile (HLB) du
tensioactif utilisé, les microgouttelettes de la microemulsion peuvent étre soit des micelles
d’huile dispersées dans la phase aqueuse (microemulsion huile/eau) soit prendre la forme de

micelles d’eau dispersé en phase huileuse (microémulsion/huile) [60].
11.10.2. Décomposition organométallique

Cette méthode de synthése de nanoparticules a été développée dans les années 1980 par
le groupe de B.Chaudret [61] a partir de leurs travaux sur la synthese de complexes
dihydrogenes. Il a été élaboré dans des conditions douces de température (T < 150 °C) et de
pression (1 a 3 bar) sous atmosphére réductrice d'hydrogéne ou de monoxyde de carbone et en
présence d'un stabilisant. Le précurseur dépouillé libére des atomes métalliques, qui se
condensent pour former des nanoparticules. L'utilisation de gaz comme agent réducteur évite
I'utilisation d'agents réducteurs chimiques puissants. Qui s'adsorbent souvent a la surface des

particules et produisent des impuretés difficiles a éliminer.

Principalement des polymeres, des thiols, des amines ou des phosphines sont utilisés
comme ligands. lls permettent de contrler I'étape de croissance, aboutissant a des
nanoparticules a faible polydispersité, de taille contrélée et de formes variées (sphéres, cubes,
fils, etc.). Des nanoparticules métalliques (Co, Ni, Pt) et bimétalliques (CoPt, RuzPt) ont été
obtenues & partir de divers précurseurs tels que Co(n3-CgHiz) (*-CgHiz), Ni(COD), ou
Pt(dba), [62]. Récemment, des nanoparticules d’argent recouvertes d’hexadécanethiol ont pu
étre synthétisées par decomposition du complexe organométallique [Ag(CsFs)]. Le controle

de la taille (3,7-5,1 nm) est température de réaction et rapport argent/thiol [63].
11.10.3. Thermolyse

Une autre méthode de synthese des nanoparticules consiste a décomposer les précurseurs
a haut température (150 a 350 °C). Cette décomposition se produit généralement en présence
de ligands dans des solvants a point d'ébullition élevé sous atmospheére inerte. L’ajout d’un

solvant polaire au milieu réactionnel précipite les nanoparticules [41].

Des nanoparticules de cobalt ont été synthétisées a partir d'acétate de cobalt a 260 °C en
présence de divers tensioactifs (oleylamine, acide oléique et trioctylphosphine)

[64]. Hambrock et al. [65] des nanoparticules de cuivre recouvertes d’hexadécylamine d’un
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diametre de 7,5 nm ont été synthétisées a partir de [Cu(OCH(Me)CH;NMe,),] a 300 °C. Le
complexe [Ci4H29(CH3)3sN][AU(SCi2H2s)2] est un excellent précurseur pour la synthése de
nanoparticules d'or recouvertes de thiol avec une distribution de taille relativement large (26
20 nm) a 180 °C [66]. Navaladian et al. [67] ont réussi a synthétiser des nanoparticules
d'argent sphériques d'un diametre de 10 nm en décomposant I'oxalate d'argent a 140°C en

utilisant de I'alcool polyvinylique comme stabilisant.
11.10.4. Réduction de sels métalliques et métallo-organiques

Le sol d'or de Faraday est la premiere nanoparticule intentionnellement synthétisée. Une
solution colloidale stable de nanoparticules d'or d'un diametre de 6 + 2 nm a en fait été
obtenue en réduisant un sel d'or (NaAuCl,) avec une solution de phosphore dans du disulfure
de carbone [68]. La réduction de AuCl; ou AgNOj3 avec du citrate de sodium a permis
d'obtenir des nanoparticules d'or d'un diametre de 20 nm [69] et récemment de trés grosses

nanoparticules d'argent avec une large distribution de taille (60-200 nm de diamétre) [70].

Le sel organométallique est la réduction du précurseur d'or AuCIPPh; (Ph=phényl) par un
complexe tert-butylamine-borane en présence d'un thiol (stabilisant) dans le benzéne
[71].Cette synthese modifiée est maintenant utilisée en laboratoire pour synthétiser des
nanoparticules d'or avec une distribution de taille étroite (<8%) avec une taille et une
cristallinité contr6lées [72]. Tang et Ouyang [73] ont travaillé sur la réduction des
précurseurs CIAg(PPhs); et NO3Ag(PPhs); dans [1’ortho-dichlorobenzéne (oDCB),
I’oleylamine servant a la fois de réducteur et d’agent stabilisant. Encore une fois, des
nanoparticules d’argent avec une taille controlée (8-20 nm) et une distribution de taille étroite
(<5%) cristallinité sont obtenues [41].

11.10.5. Réduction sous rayonnement électromagnétique

Les micro-ondes, les ultrasons, les gammas, les UV et la lumiere visible peuvent étre
utilisés pour la synthese de nanoparticules d'argent (tableau 11.5). De plus, les nanoparticules
d'argent résultantes peuvent se présenter sous forme de spheéres, de tiges, de fils, de disques,

de cubes ou de structures dendritiques.

-
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Tableau 1.4 : Méthodes de synthése par réduction sous rayonnement électromagnétique [57].

Rayonnement Réducteur Agent stabilisant Morphologie et taille des
Particules
PVP Nanospheres, nanofils et
nanoparticules dendritiques
Ultrason Nitrilotriacétate Nanosphéres 8-2700 nm
NaBHa Polydichloroéthyléne Nanospheres
et dibutyl- 3 -
naphthalénesulfonate
Acide PVP Nanospheres
ascorbique
PSS PSS Nanospheres 8 nm
Lumiere visible P123 P123 Nanospheres
NaBH4 PVP et citrate de Nanospheres et
sodium Nanoprismes
Citrate de Citrate et BSPP Nanotriangles 30—120 nm
Soduim
MPEG MPEG (méthoxy Nanospheéres
polyéthylene glycol)
uv AQ2S PVA ou gélatine Nanospheres
colloidal
NaBH4 Nanotiges de TiO2 Nanosphéres 15-60 nm
Citrate de Citrate de Sodium Nanotiges ou nanospheres
Sodium
Citrate de PVP Nanospheres et
sodium, Nanoprismes
formaldehyde
Micro-ondes Ethylene PVP Nanosphéres
Glycol
Formaldéhyde Citrate de Sodium Nanospheres
Polyacrylamide Polyacrylamide Nanosphéres 65 nm
IPA Silice mésoporeuse Nanospheres 1-4 nm
v IPA PVP Nanospheres
Faisceau IPA PVA Nanospheres 30 nm
d’¢électron

Ablation laser
fsetns

Nanosphéres 25-40 nm

F
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11.10.6. Synthese verte

Les nanoparticules métalliques sont généralement incorporées via divers procédés
physiques et chimiques. Les produits chimiques utilisés dans ces syntheses sont souvent
collectivement nocifs pour I'homme et I'environnement. Pour y remédier, des recherches ont
récemment été menées pour synthétiser des nanoparticules a partir de produits biologiques
naturels comme les plantes. Ces produits sont utilisés sous forme d'extraits ou d'huiles
essentielles solubles. Ce domaine de recherche s'intéresse principalement aux produits
naturels et écologiques. Les extraits de plantes sont considérés comme des antioxydants et

peuvent avoir a la fois des effets réducteurs et stabilisants.

Ces dernieres annees, des nanoparticules de nombreux matériaux ont été synthétisées

dans ce mode de synthese :

D. Philip et al. [74] Ont utilisé le miel naturel pour la synthése verte de nanoparticules
d'or. Un agent réducteur possible est le fructose, et les protéines présentes dans le miel sont
impliquées dans la stabilisation. S. Yallappa et al. ref ont utilisé I'extrait d'écorce de T. arjuna
[75] comme agent réducteur et stabilisant pour synthétiser des nanoparticules de cuivre
sphériques d'une taille denviron 23 nm par irradiation aux micro-ondes. La réduction
compléte des ions Cu®* a pris environ 8 minutes. F. Gholamhoseinpoor et al. [76] ont utilisé
des extraits végétaux de Z. tenuior (Zt) pour synthétiser des nanoparticules d'argent a
température ambiante d'une taille moyenne de 20 nm. La croissance des nanoparticules
d'argent s'arréte dans les 35 minutes suivant le temps de réaction. M. Meena Kumari et al
[77] ont utilisé du jus de grenade pour faire pousser des nanoparticules bimétalliques
d'or/argent a température ambiante. La réduction simultanée des ions or et argent conduit a la

formation d'alliages.

-
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Chapitre 111

Plans d’expériences

La plupart des ingénieurs et techniciens utilisent leur expérience pour améliorer les
produits et les processus de production. Malheureusement, les stratégies couramment utilisées
pour realiser ces expériences sont souvent colteuses et inefficaces, ce qui rend de nombreuses
expériences inaccessibles. Pour toutes ces raisons, de nombreux ingénieurs et techniciens

s'appuient sur la planification d'expériences.

111.1. Définition

Un plan d’expérience est une stratégie de conception d'expériences visant a obtenir des
conclusions éclairées appropriées de maniére efficace et économique. La méthodologie de
conception expérimentale est basée sur le fait que des expériences bien organisées conduisent
souvent a une analyse statistique et a une interprétation des résultats relativement simples.
(Norme 1SO3535-3) [1].

111.2. Objectifs, intéréts et principes des plans d’expériences

Le succes de l'approche originale du plan d'expériences réside dans sa capacité a
interpréter les résultats expérimentaux avec un effort expérimental minimal : minimiser le
nombre d'expériences requises permet de gagner du temps et de l'argent. Pour ce faire, la

méthode vise a optimiser I'approche expérimentale. Les points principaux de la méthode sont :

e Choisir le nombre d'essais n ;
e Définir et créer la matrice expérimentale (M) qui indique dans quelles conditions
chacun des n tests doit étre exécuté ;

e Sélectionner un modeéle de régression (E) pour piloter la méthode d'interprétation.

(E) et (M) sont trés liés, la nature du modéle a une influence sur n donc sur (M). La

donnéed’un plan d’expérience est la donnée d’une matrice (M) (et donc de n), et d’un modele

(E) [2].

Le principe est de faire varier simultanément les valeurs d'un ou plusieurs facteurs
(discrets ou continus) sur chaque essai. Cela permet, d'une part, de réduire significativement
le nombre d'expériences a réaliser, tout en augmentant le nombre de facteurs a investiguer, et

d'autre part, les interactions entre facteurs et leur détermination ainsi est appelé 1’ajustement




Chapitre 111 Plans d’expériences

optimale de ces facteurs a la réponse. Par conséquent, la mise en garde dans l'utilisation de la
conception expérimentale est de minimiser autant que possible le nombre d'expériences
réalisées sans compromettre I'exactitude des résultats. Actuellement, il existe plusieurs plans
différents. Chacun a ses propres caractéristiques qui lui permettent de résoudre des problemes
spécifiques. Cependant, nous pouvons diviser les plans expérimentaux en deux catégories

principales :

e Les plans pour étudier (estimer et comparer) les effets des parameétres ;

e Les plans pour régler les paramétres afin d’atteindre un optimum.
L'obtention d'informations pertinentes nécessite les approches méthodologiques suivantes :

e Définition des objectifs et critéres;

e Définition des facteurs a étudier et du domaine expérimental;
e Construction du plan d’expériences;

e Expérimentation;

e Analyse des résultats;

e Conduite éventuelle d’essais supplémentaires;

e Validation des résultats;

e Conclusion de I’étude.

A la fin de cette étape, on pourra conclure sur les résultats obtenus par les plans d’expériences

[3].

111.3. Domaine d’application

La conception expérimentale est une aide importante pour les expérimentateurs et fournit
un outil essentiel pour développer des stratégies expérimentales sans restrictions académiques.

Les industries ou cette méthode peut étre utilisée incluent :

e Industries chimique, pétrochimique et pharmaceutique;
e Industries mécanique et automobile;
e Industrie métallurgique [3].

Exemples d’applications des plans d’expériences :

e Formation d’un composé chimique, d’un aliment, d’un médicament...

-
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e Détermination des facteurs clés dans la conception d'un nouveauproduit ou d'un

nouveau procedé.
e Optimisation des réglages d'un procédé de fabrication ou d'un appareilde mesure.
e Minimisation des défauts d’une machine...

I11.4. Terminologie

La grandeur d’intérét, qui est généralement notée y, porte le nom de ‘réponse’. Les
variables qui peuvent modifier la réponse sont appelées ‘facteurs’. On parle donc des facteurs
qui influent sur une réponse. Les termes ‘facteur’ et ‘réponse’ sont universellement employés
dans le domaine des plans d’expériences [4].

% Réponse

La magnitude observée dans chaque expérience réalisée est appelée la réponse [5]. En
d'autres termes, c'est le résultat de mesure de I'étude. Sachant que tous les points sur le sujet
correspondent a la réponse. Tout cela forme une surface réactive. La valeur de la réponse ne
peut étre modifiée qu'indirectement en modifiant les facteurs [6].

Choisir une réponse est une étape importante. Toutes les analyses et toutes les
conclusions dépendent de ce choix. Une réponse qui ne correspond pas bien au probléme rend
I'expérience inutile ou conduit & des conclusions non pertinentes. La réponse choisie doit
donner une réponse claire a la question posée. Ce choix n'est pas aussi facile qu'on pourrait le
croire et est parfois la principale difficulté que I'on rencontre [4].

% Facteurs

Les facteurs sont des variables contrélables souhaitées qui peuvent influencer la réponse
observée. Une différence fondamentale entre le concept de variable et le concept de facteur
est que chaque facteur doit étre facilement modifiable. La valeur donnée a un facteur pour
mener une expérience s'appelle le niveau [6].

Il existe plusieurs types de facteurs qui sont les suivants : les facteurs continus, les
facteurs discrets, ordinaux et booléens.

= Facteurs continus

La pression est un exemple de facteur continu. Toutes les valeurs possibles peuvent étre
sélectionnées dans la plage de pression spécifiée. méme longueur concentration ou
température. Par conséquent, les valeurs obtenues par des facteurs continus sont représentees

par des nombres continus.
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= Facteurs discrets

En revanche, les facteurs discrets ne prennent que certaines valeurs. Ces valeurs ne sont
pas nécessairement numeriques : elles peuvent représenter des facteurs Individuellement par
nom, lettre, propriété ou numero, ils n‘ont pas de valeur numérique en soi, seulement une
signification de référence. Par exemple, on peut s’intéresser aux couleurs d'un produit : bleu,
rouge et jaune sont des éléments distincts.

= Facteurs ordonnables

Ce sont des facteurs distincts qui peuvent étre classés dans un ordre logique. Par exemple,
grand, moyen, petit ou ler, 2e, 3e, 4e, etc.

= Facteurs booléens

Un facteur booléen est un facteur discret qui ne prend que deux valeurs, telles que haut ou
bas, ouvert ou fermé, blanc ou noir [4].

+ Domaine d’un facteur

La valeur donnée & un facteur pour mener une expérience s'appelle ‘le niveau’. En
général, lors de I'examen de I'effet d'un facteur, la limite de sa variabilité & deux terminaux :
La borne inférieure est le niveau bas, La limite supérieure est le niveau haut. Si I'on considére
I'effet de la vitesse du vehicule sur la consommation, celle-ci peut varier entre 80 et 120 km/h
par exemple. 80km/h c'est le niveau bas, 120km/h c'est le niveau haut. C'est I'expérimentateur
qui définit ces deux niveaux en fonction des détails de I'étude. L'ensemble de toutes les
valeurs qu'un facteur peut prendre entre ses niveaux bas et haut s'appelle la plage de variation
du facteur, ou simplement la plage du facteur. Lorsqu'il y a plusieurs facteurs, chacun a une
plage de variation. Afin d’avoir une représentation commune pour tous les facteurs, il est
courant de désigner les valeurs basses par -1 et les valeurs hauts par +1. Une vitesse de 80

km/h correspond au niveau -1 et une vitesse de 120km/h correspond au niveau +1 [4].

Domaine d'étude de la vitesse du véhicule

/
/

80 km/h 120 km/h ‘ ,
/ Vitesse du véhicule
[ | ¥ (] >
/__.,-f-'l ..
niveau bas -1 +1 niveau haut

Figure 111.1: Le domaine de variation de la vitesse est constitué de toutes les vitesses

comprises entre 80 et 120 km/h. Le niveau bas du facteur est noté —1 et le niveau haut +1.
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% Espace expérimental

Pour représenter la salle de test, nous utilisons un espace a deux dimensions qui facilite la
représentation graphique. Il est facile d'étendre les concepts introduits aux espaces
multidimensionnels.

Un facteur continu peut étre représenté par un axe dirigé gradué. S'il existe un deuxieme
facteur continu, il est également représenté par un axe directionnel mise a 1’échelle. Ce
deuxiéme axe est orthogonal au premier axe. De cette facon, on obtient un systéeme de
coordonnées cartésien qui définit I'espace euclidien a deux dimensions. Cette piece s'appelle
I’espace expérimental. Ce dernier contient tous les points du niveau "Facteur 1 x Facteur 2",

représentant chacun une expérience [4].

Facteur 2

Espace expérimental

-
Facteur 1

Figure 111.2 : Chaque facteur est représenté par un axe gradué et orienté. Les axes des
facteurs sont orthogonaux entre eux. L’espace ainsi défini est I’espace expérimental.
¢ Domaine d’étude
En pratique, I'expérimentateur sélectionne une portion de l'espace expérimental pour
effectuer ses recherches. Cette zone particuliére de l'espace expérimental est la zone de
recherche. Cette fourchette est définie par les niveaux haut et bas de chaque facteur et
éventuellement par des contraintes entre facteurs. Supposons que le deuxiéme facteur soit la
surcharge du véhicule. Celle-ci est déefinie comme la masse supplémentaire du véhicule et du
conducteur. Par exemple, le niveau bas de surcharge est de 0 kg et le niveau haut est de 300
kg. Sans limites, la plage d'analyse est représentée par tous les points avec des surcharges

comprises entre 0 et 300 kg et des vitesses comprises entre 80 et 120 km/h [4].

<
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Facteur 2 A
Surcharge
300kg +1
Domaine d'étude
Okg —1
»>
-1 +1 Facteur 1
80 km/h 120 km/h Vitesse

Figure 111.3 : Le domaine d’étude est défini par la réunion des domaines des différents

facteurs (ici, il n’y a pas de contraintes).

% Variables centrées réduites
Soit A, la variable naturelle ou réelle dont le niveau bas A- correspond a la variable
normée -1 et le niveau A+ a +1.

La valeur centrale ou milieu du domaine est :

Ap=A*"+A /2
On introduit également la notion du pas :
Pas=A"—-A"/2

Le passage des variables d’origines A aux variables codées notées X est donnée par :

X=A-A,/Pas

R/

¢ Matrice d’expérience

Une matrice d'expérimentation est un objet mathématique qui représente toutes les
experiences qui sont executees. Toujours écrit sous forme cryptée. Il se compose de N lignes
correspondant au nombre d'expériences et de K colonnes correspondant au nombre de
variables. Dans la matrice donnée, les éléments X;; correspondent aux niveaux des | éme et J

eéme variables.
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e Vitesse Surcharge I
Essain o il e Vitesse Surcharge
Facteur ! facteur?
1(A) = -1
26) u 4 T 80 kmh 0kg
3(0) =1 + 2(0) 120 kmih Okg
4 (D) +1 +1
3(0 d0kni kg
Niveau -1 80 km/h 0kg
Niveau +1 120 km/h 300 kg 10 kni 0 kg

Figure 111.4 : Exemple d’une matrice d’expériences.

% Plan d’expérimentation

Les variables étant exprimées en variables naturelles, le plan d'expérience revient a «
transformer » la matrice expérimentale en une matrice utilisable directement par
I'expérimentateur. La conception expérimentale doit étre soigneusement analysée pour

déterminer si toutes les expériences sont réalisables et sans risque.

111.5. Méthodologie de mise en place d’un plan d’expériences
L'originalité de la méthode des plans d’expériences réside dans sa globalité, en ce sens
qu'elle démarre au niveau 0 de I'expérimentation, la localisation du probleme. Elle limite les
performances des tests et dure jusqu'a la fin de I'étude. Pour configurer ce plan d'expérience, il
faut envisager les étapes suivantes :
v" Définition de I’objectif ;
Choix des réponses expérimentales ;
Choix des facteurs et du domaine expérimental d’intérét ;
Etablir la stratégie expérimentale ;
Construction de la matrice d’expériences ;
Construction du plan d’expérimentation ;
Expérimentation ;

Calcul des estimations des informations recherchées ;

AN NNV U N N N

Interprétation des résultats [2].
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111.6. Différents types de plans d’expériences utilisés

Il'y a pas mal de plans différents maintenant. Chacun peut résoudre un probleme
specifique en raison de ses caractéristiques. Cependant, les modéles expérimentaux peuvent
étre divisés en deux catégories principales :

= Plans pour étudier (estimer et comparer) les effets des parameétres ;

= Plans pour régler les paramétres afin d’atteindre un optimum [4].

Plans pour étudier (estimer et comparer) les effets des

parameétres.
\ 4
Plans factoriels Autres plans a deux Plans factoriels
complets a deux niveaux fractionnaires a

niveaux

deux niveaux

Plans a

deux
facteurs

l

Plans a K
facteurs a
deux niveaux

Not

ation des

plans factoriels
fractionnaires

l

Plan de
Koshal

1 ‘, 1

Plan de Plan (IJIBe Plackett '_I'rable ﬂe
Rechtschaffner et Burman aguchi

Figure 111.5.a : Représentation de la premiere catégorie des modeles expérimentaux.
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Plans pour régler les parametres afin d’atteindre un optimum

\ 4

Plans Plans a Plans pour Plans de Plans pour
booléens plusieurs surfaces de mélanges simulation
niveaux réponse numeérique

|
1 1 1

) ) ) Plan de
Carreés Carreés Carrés de | 2
i , mélange e
latins gréco- Youden g
. plan
latins

d’expérienc

| | | | |

Les plans Plan de Plan de Box- Plan de Plan de D-
composites Doehlert Behnken Rechtschaffner optimaux
pour le second
degré

Figure 111.5.b : Représentation de la deuxiéme catégorie des modéles expérimentaux.
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Chapitre 1V
Matériels et Méthodes

Le but de notre travail est la synthése des nanoparticules d’argent a partir de la tomate
(déchets de tomate) en utilisant deux méthodes d’extractions : I’'UAE et I’extraction par
macération par la réalisation d’un plant dit plant D-optimale, utilisant un logiciel appelé «
MODDESG6 ». Cette expérimentation a été effectuée au niveau de Laboratoire 1 Haull du
département Génie des procédés Université A. MIRA Bejaia de 21/02/2023 jusqu’au
22/06/2023.

IV.1. Principe

La synthése verte des nanoparticules d’argent consiste a introduire un agent réducteur
d’origine naturel des extraits éthanoliques qu’on va utilisés avec une solution AgNO3 pour
déclencher la réduction des ions AgNO3 pour avoir les nanoparticules d’argent de différentes

tailles, formes avec un taux et un rendement de synthése différent.
IV.2. Matériels
IV.2.1. Matériels de laboratoire

La verrerie (tubes a essais, béchers, erlenmeyer, éprouvette graduée, pipette graduée,
fioles jaugées, entonnoir, verre de montre (ou coupelle), propipette, pissette, spatule, barreau
magnétique, bocaux, boites pétris, ballons de 250ml, embouts stériles, écouvillons, pince
stérile, pipette Pasteur), les appareils (étuve, broyeur électrique, balance, bain a ultrasons, rota
vapeur, agitatrice, micropipette, la spectroscopie ultraviolet-visible, infrarouge, centrifugeuse,
autoclave, bain-marie), ainsi que les réactifs nécessaires pour la réalisation des différentes
analyses physicochimiques (acide gallique, 1’éthanol a 96%, Folin-Ciocalteu, carbonate de

sodium a 7,5%, DPPH, méthanol, nitrate d’argent, I’acétone et 1’eau distillée).

IV.2.2. Matiéres premieres
+ La tomate de variété ‘Fantasio’ apres été lavé, stérilisé, épluché, coupé en deux afin de
récupérer les pépins pour obtenir le fruit et les déchets (la peau et les pépins).
+ Apres le séchage, le broyage et le tamisage la poudre obtenue a été conservé dans des

bocaux en verre a 4°C jusqu’au moment de son utilisation.

-
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1V.2.3. Méthodes

» Préparation de la poudre de tomate

4 Kg de tomate ont été nettoyés, lavés a 1’eau et stérilisés avec de 1’eau distillées. Elle a
été épluché pour obtenir les écorces, la stérilisée une autre fois, puis coupée en 4 morceaux
afin d’extraire les pépins comme déchets (écorces et pépins) qui sont conservés dans des
boites en plastiques bien stérilisés. Par la suite, les fruits ont été coupés en lamelles puis
conservés dans des boites en plastiques. Pour la fabrication de la poudre, les déchets ont subit
un séchage a 60°C pendant 48 h dans une étuve pour étre ensuite broyés a 1’aide d’un broyeur

électrique puis les faire passer aux tamis afin d’avoir une poudre fine (figure IV.1).

Figure 1V.1 : Etapes de fabrication de la poudre de tomate.

E
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IV.3. Choix d’un plan d’expériences

Comme le but de cette étude est I’optimisation des nanoparticules d’argent, la sélection a
été faite avec un plan D-optimal. Le plan sélectionné nous permet d'évaluer l'influence des
facteurs sur les réponses qui sont principalement sélectionnées, conduisant finalement a la
détermination des valeurs optimales pour ces facteurs.

IV.3.1. Choix des facteurs et des réponses

Pour une approche scientifique et méthodique, nous utilisons le logiciel d'optimisation
MODDE 6 afin de réaliser le plan d'expérience. Les étapes les plus importantes dans ce cas
sont la sélection des facteurs et les réponses du plan expérimental ainsi que le domaine de

recherche.
Les facteurs considérés comme les plus pertinents sont :

» Facteur 01 : le volume de 3 ml & 10 ml d’extrait ;

» Facteur 02 : le temps de 8 min a 15 min.
Deux réponses ont été acceptées selon I'enquéte menée sur les paramétres étudiés qui sont :

v' Réponse 01 : la taille (nm) ;

v Réponse 02 : la forme.

I1VV.3.2. Plan d’expérience retenu

Apres avoir introduit les facteurs et réponses ci-dessus et choisi le meilleur modéle D-

Optimale, le logiciel a proposé la matrice suivante (tableau 1V.1) :

Tableau 1V.1 : Matrice d’essai proposée par le MODDE®G.

Numéro d’essai ~ Volume (ml) Temps (min) Taille (nm) Forme
1 3 8
2 10 8
3 3 15
4 10 15
5 3 10,3333
6 10 12,6667
7 7,66667 8

-
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8 5,33333 15

9 6,5 11,5
10 6,5 11,5
11 6,5 11,5
12 6,5 11,5

Cette matrice d'expérience propose 12 essais, dont le point du centre du domaine d'étude est

répété quatre fois.
IV.4. Extraction des composés phénoliques par ultrasons
+ Principe

L’extraction assistée par ultrasons (UAE) utilise 1’énergie des ultrasons et des solvants
pour extraire des composés cibles de diverses matrices végétales [1]. Les ultrasons accélérent
le processus d’extraction et préservent l’environnement et les consommateurs grace a

I’utilisation de solvants dits propres tels que 1’eau et 1’éthanol.

+ Mode opératoire

o Peser 20g de poudre de déchets de tomate ;

o Placer I’échantillon dans un bécher de 250ml, ajouter 200ml d’éthanol a 96% ;

o Couvrir le bécher avec une couche du para film et une autre couche d’aluminium ;

o Mettre le bécher dans un bain a ultrasons a 30°C pendant 15min a une fréquence de
35Hz;

o Filtrer I’échantillon avec un papier filtre (Whatman N°1) dans une fiole de 250ml ;

o Diviser le filtrant en deux dans des ballons de 200ml, les mettre dans le Rota vapeur a
45°C et a 130mbar pendant 30min ;

o L’extraction a été répétée trois fois pour avoir la quantité nécessaire pour la synthese

des nanoparticules (figure 1V.2).

-
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Figure 1V.2 : Différentes étapes de I’'UAE.
IVV.5. Extraction des composés phénoliques par macération
<+ Principe

La macération est le processus d’extraction de principes actifs ou d’aromes a partir de

solides en les dissolvant dans des liquides froids ou chauds (eau, huile, 1’alcool, saumure, etc

)

<+ Mode opératoire

o Peser 15¢g de la poudre de déchets de tomate ;
o Verser dans 150ml d’eau distillée ;

o Agitation + chauffage a 50°C pendant 20min ;
o Refroidissement et filtration ;

o Stockage a 4°C.

E
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Comme le montre la figure (1V.3).

Matériels et méthodes

Figure 1V.3 : Différentes étapes d’extraction par macération.

IV.6. Synthése des nanoparticules d’argent

<+ Principe

Dans notre étude, la synthése des nanoparticules d’argent est effectuée en ajoutant un

agent réducteur qui s’agit

d’un extrait de déchets de tomate, a une solution aqueuse

d’AgNO3 d’une concentration bien précise, afin de réduire les ions Ag’ pour avoir des

nanoparticules.

+ Mode opératoire

@)

@)

@)

Prélever 10ml d’extrait ;

Ajouter 10ml d’AgNOs;

Agitation pendant 10min ;

Incubation pendant 24h ;

Centrifugation a 12000tr/min pendant 10min ;
Lavage avec éthanol et de ’eau distillée ;
Transfeére vers des boites pétri ;

Séchage sous vide a 70°C pendant 12h [2].

Comme le montre la figure (1V.4).

E
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6

Figure 1V.4 : Etapes de la synthese des nanoparticules.
IV.7. Dosage des polyphénols
= Principe

Les polyphénols sont dosés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-Ciocalteu.
Cette méthode est basée sur les réactions d’oxydoréduction, le réactif de Folin-Ciocalteu,
acide de couleur jaune, est utilisé comme oxydant, il est constitué d’un mélange d’acides
phosphotungsténique et phosphomolybdique. L’oxydation du phénol réduit ce réactif en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene absorbant a 760 nm. Par conséquent,
des mesures colorimétriques a cette longueur d’onde peuvent étre utilisées pour évaluer la
teneur totale en polyphénols (PT) d’un échantillon. L’intensité de la couleur est

proportionnelle a la teneur en composés phénoliques oxydés [3].
%+ Mode opératoire

Le dosage des poly phénols totaux est réalisé par la méthode décrite dans la littérature
[4,5]. Avec quelques modifications.
» Préparation de la gamme d’étalonnage

o Peser 3mg d’acide gallique ;

E
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o Les dissoudre dans 30ml de I’eau distillé pendant 10min, soit une solution une
solution (SM) avec une concentration de 0,1mg/ml ;

o Diluer la solution mére.
Le tableau ci-dessous présente la préparation des dilutions de I’acide gallique.

Tableau 1V.2 : Préparation des dilutions de I’acide gallique pour la réalisation de la courbe

standard des poly phénols totaux.

Dilutions 0 1/4 213 3/2 4/1

Concentrations 0 0,02 0,04 0,06 0,08

> Tracage de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique

o Prélever 200pl de chaque dilution d’échantillon dans des tubes a essais ;
o Ajouter 1ml de réactif Folin-Ciocalteu ;

o Aprés 3min, ajouter 800pl de Na,COz a 7,5% ;

o Laisser incuber pendant 1h a température ambiante et a I’abri de la lumiére.
Le blanc est représenté par 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu et 800l de Na,CO3 (7,5%).

» Dosage des poly phénols totaux dans I’extrait éthanolique

o L’extrait a été dilué convenablement avec de 1’eau distillée (cas d’'UAE) ;
o Prélever 200pl d’extrait dans un tube a essai ;

o Ajouter 1ml du Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois) ;

o Ajouter 800ul du carbonate de sodium a 7,5%.

IV.8. Test d’activité anti-oxydante
+ Principe

Le DPPH (ou 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical stable a température
ambiante et de couleur bleu. Il est I’un des premiers radicaux a avoir été utilisé pour étudier la
relation structure/activité antioxydante des composés phénoliques [6]. Le maximum de son
absorbance se situe a 517nm dans le méthanol et 1’éthanol [7]. Le DPPH possede dans sa
structure un eélectron non apparié sur un atome du pont azote-azote. L’efficacité d’un
antioxydant peut étre mesurée par sa capacité a réduire le radical. Ceci s’observait
historiquement par le changement de couleur allant du bleu violet (forme oxydée) au jaune

(forme réduite) comme il est indiqué sur la (figure 1V.5).
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Figure 1V.5 : Réduction du radical DPPH par un antioxydant [8].
+ Mode opératoire

L’activité anti-oxydante est évaluée en utilisant le test de piégeage du radical diphényle
picrylhydrazyle (DPPH) [9]. Avec quelques modifications.

- Apres avoir solubilise 2,4mg de DPPH dans 100ml d’méthanol, trois tubes ont été
préparés separément :

o Extrait: 975ul DPPH + 25ul d’extrait ;

o Contrble : 975ul DPPH + 25ul d’éthanol ;

o Blanc: Iml d’éthanol.

Aprés agitation, les tubes ont été placés a I’obscurité a température ambiante pendant 30

minutes. La lecture a été effectuée par la mesure d’absorbance & 517nm, (figure 1V.6).

Figure 1V.6 : Evaluation de I’activité anti-oxydante.

<+ Expression des résultats

Le pourcentage de I’inhibition est donné selon la formule suivante :

E
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Activité anti-radicalaire % = ((A0 —-A1)/A0) x 100.

A0 : Absorbance du control ;
Al : Absorbance de I’échantillon [10].

IVV.9. Spectroscopie infrarouge a transformation de Fourier (IRTF)

#+ Principe

La spectroscopie infrarouge est une technique analytique utilisée pour identifier les
groupes fonctionnels qui apparaissent sous la forme de bandes d'absorption (figure IV.7). Le
spectre infrarouge IR est examiné dans la gamme de fréquences 4000-400cm™. Les bandes les
plus caracteristiques se distinguent dans trois regions distinctes :

v' 4000cm™ & 1500cm™ : contient les bandes d’allongement correspondant au principal
groupement OH, CO, NH; etc.

v/ 1500cm™ & 600cm™:c’est une région complexe appelé empreinte digital du composé
dans laquelle se situe de nombreuse vibrations de déformation ainsi que des bandes
d’allongement des liaisons CO tel que les esters, les éthers et alcools.

v' 1000cm™ & 600cm™ : c’est une zone trés utilisée pour la détermination des structures
éthylique et aromatique.

Dans cette étude, les spectres IR de la poudre de déchets de tomates et de Il'extrait
d'éthanol de déchets de tomates ont été enregistrés a l'aide d'un spectrophotomeétre
SHIMADZU FTIR-8400 S contr6lé par ordinateur équipé d'un logiciel de traitement. La
résolution était de 4cm sur une plage de 400cm™ & 4000cm™ [11].

‘

>

Figure IV.7 : Appareil Infrarouge.
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#+ Mode opératoire

L’analyse de la poudre de déchets de tomate est réalisée avec un mélange de celle-ci et de
KBr a raison de 0,002mg et 0,08mg, respectivement, sous forme de pellets, préparés sous une

pression d'environ 60KN pendant 2min, comme le montre la figure (1V.8).

Figure 1V.8 : Caractérisation par Infrarouge de la poudre de déchets de tomate.

v’ Cette analyse a été effectuée pour les nanoparticules d’argent synthétisés.
1V.10. Test d’activité antimicrobienne
+ Principe

Le principe de cette technique consiste a estimer 1’activité antimicrobienne des extraits
de déchets de tomate en mesurant les zones d’inhibition de croissance des germes autour de

disques contenant I’extrait.

Pour étudier I’activité antimicrobienne de déchets de tomate, trois souches bactériennes :
Staphylococcus aureus ; Bacillus subtilis ; Escherichia coli et deus souches fongiques :

Penicillium Sp ; Aspergillus niger sont utilisées.

= Souches bactériennes

- Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries de forme sphériques (coques) aéro-anaérobies
facultatifs a Gram positif, résistantes dans le milieu extérieur et peu exigeantes en culture
[12].

Staphylococcus aureus, communément appelé Staphylococcus aureus, est I'espéce la plus

pathogéne du genre Staphylococcus. Il provogue des intoxications alimentaires, des infections
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topiques et, dans certains cas extrémes, des infections potentiellement mortelles. Bien que
I'nomme en soit le principal réservoir, ces bactéries sont également présentes dans

I'environnement (eau, air, surfaces, aliments) et les animaux, notamment le bétail [13].
- Bacillus subtilis

C'est une bactérie Gram positive du sol appartenant au genre Firmicutes : les Bacilli
(Bacillus, Listeria, Enterococcus, Streptococcus, Staphylococcus) ; les Clostridia ; les
Mollicutes [14].

- Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie gram-négative en forme de batonnet. Elle mesure 1-3 x
0,4-0,7um et 0,6 a 0,7um de volume, et se trouve disposée seule ou en paires. Certaines
souches sont mobiles a cause des flagelles péritriches. Elles sont des anaérobies facultatifs et
non sporulants. Sa croissance se produit sur une large plage de températures de 15 a 45 °C
[15].

= Souches fongiques

- Penicillium Sp

Penicillium est un champignon filamenteux et polyphage qui peut provoquer de
nombreuses lésions. Leur habitat naturel est le sol, la matiére organique en décomposition, le
compost, la nourriture et les céréales. Les especes de Penicillium poussent généralement dans

des environnements avec une activité de I'eau plus elevée que celle d'Aspergillus [11].
- Asperqgillus niger

Aspergillus niger est un champignon filamenteux qui se développe sur la matiere
organique.

Il se produit naturellement sur le sol, la litiere, le compost et la végétation en
décomposition. Aspergillus niger peut se développer dans une large plage de températures de
6 a 47 °C, mais la température optimale est relativement élevée entre 35 et 37 °C. L'espéce
pousse dans les céréales et la nourriture et est présente dans I'environnement humain, en

particulier la poussiére et lI'air [16].

-



Chapitre IV Matériels et methodes

*
o

*

@)

Mode opératoire

Préparation des milieux de culture

MH : 38g de la poudre dans 1l d’eau distillé + agitation avec chauffage & 90°C
pendant 30min puis le mettre dans un autoclave a 121°C pendant 15min maintien a
PH=6,6;

PDA : 25g de la poudre dans 500ml d’eau distillé + agitation avec chauffage a 90°C
pendant 30min puis le mettre dans un autoclave a 121°C pendant 15min maintien a
PH=54;

BN : 6,5g de la poudre dans 500ml d’eau distillé + agitation pendant 30min puis le

mettre dans un autoclave a 121°C pendant 15min maintien a PH= 6,6.

Comme le montre la figure (1V.9).

@
£ %4

Figure 1V.9 : Préparation des milieux de cultures.

Pré-culture des souches

Souches bactériennes

Prélever 10ml de BN + 100pl de chaque bactérie dans un tube a essai ;
Suivis d’une agitation a 1’aide d’un vortex ;

Incuber dans une étuve a 37°C pendant 24h ;

Vérifier I’absorbance a 600nm.
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Le blanc est représenté par 10ml de BN [17], comme le montre la figure (1V.10).

Figure 1V.10 : Pré-culture des souches bactériennes.
= Souches fongiques
Dans la boite pétrie de la souche fongique :

o Verser 2ml d’eau physiologique ;

o Prélever 50pl du mélange ;

o Versé le mélange dans 10ml d’eau physiologique ;
o Agitation a I’aide d’un vortex ;

o Incubation a 25°C pendant 48h ;

o Vérifier I’absorbance a 630nm.

Le blanc est représenté par 10ml d’eau physiologique, comme le montre la figure (1VV.11).

Figure 1V.11 : Pré-culture des souches fongiques.
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v’ Ce test a été effectué pour les nanoparticules d’argent synthétisés.
% Préparation d’extrait

o Peser 0,04g d’extrait ;

o Versé 2ml de DMSO ;

o Agitation jusqu'a dissolution.

Conservation pour une utilisation ultérieure, comme le montre la figure (1V.12).

Figure 1V.12 : Préparation d’extrait.

< Ensemencement

= Souches bactériennes

L’ensemencement est effectué par écouvillonnage. Le milieu de Mueller-Hinton est coulé
dans des boites de pétri. Une fois la boite refroidie et séchée a température ambiante,
ensemencé avec un écouvillon stérile contenant la suspension bactérienne. L’écouvillon est
imbibé de la suspension bactérienne puis essoré contre la paroi interne du tube a essai.
L'ensemencement se fait en stries serrées de haut en bas et le processus est répété trois fois,
en faisant tourner la boite de 60° a chaque fois pour assurer une répartition uniforme de
I'inoculum. L’écouvillon est par la suite passé sur toute la périphérie de la gélose.les disques
préparés de plague CCM de 6mm de diamétre stérilisés a 180°C pendant 30 min ont été
déposés sur une boite pétrie bien stérile. A I’aide d’une micropipette, 10ul d’extrait
éthanolique de déchets de tomate (0,02g/ml dans le DMSO) ont été injecté sur les disques.
Ces derniers ont été déposés sur le milieu ensemencé a 1’aide d’une pince stérile (3 disques

dans chaque boite) et les disques témoins ont regu 100ul de DMSO. Les boites sont ensuite
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mises dans le réfrigérateur a 4°C /2h puis incubées a 37°C pendant 24 heures. La lecture des

résultats se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibitions autour des disques [18].
= Souches fongiques

Le protocole d’ensemencement est similaire a celui cité ci-dessus, le milieu de culture
utilisé est le milieu PDA. Dans ce tests, I"inoculum est prélevé par un écouvillon a partir
d’une boites contenant I"espece fongique a tester, puis le frotter a trois reprises sur toute la
surface gélosée de facon a former des stries serrées, en tournant la boite a environ 60 ° apreés
chaque application pour obtenir une distribution égale de I’inoculum. Une fois les boites sont
ensemenceées et les extraits sont déposés, les boites sont incubées a 25 °C pendant 48 h. apres

incubation, les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés [18] (figure 1V.13).

Figure 1V.13 : Etapes d’ensemencement des différentes souches.

IV.11. Analyse par UV-visible
+ Principe

Le principe de la spectroscopie d'absorption dans I'UV et le visible repose sur I'absorption
du rayonnement par des molécules dans la gamme 190-800 nm, correspondant a I'UV (190-
400 nm) et au visible (400-800 nm).

IV.12. Analyse par Microscope Optique

Le fonctionnement d’un microscope est assez standard. Les microscopes optiques,
comme le Nikon Basler Eclipse, utilisent une combinaison de lentilles et de sources
lumineuses pour agrandir et éclairer des échantillons afin de permettre une observation

détaillée.

Voici une description générale du fonctionnement d’un microscope optique :
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e Eclairage : une source de lumiére (comme une lampe) illumine I’échantillon. La
lumiére peut passer directement a travers 1’échantillon ou étre réfléchie par celui-ci,
en fonction du type d’observation effectuée.

e Objectif : la lumiére passe ensuite a travers une premiére lentille appelée 1’objectif.
L’objectif sert a agrandir ’image de I’échantillon.

e Oculaire : Iimage agrandie est ensuite projetée vers le haut a travers un second
systeme de lentilles appelé oculaire. L’oculaire permet a 1’observateur de regarder
I’image agrandie et de la percevoir de maniere plus claire et plus nette.

e Mise au point: un mécanisme de mise au point permet de faire varier la distance

entre 1’objectif et I’échantillon afin de rendre 1’image plus nette et plus précise.

Comme le montre la figure (1V.14).

WA

Figure 1V.14 : Microscope optique.
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Chapitre V
Résultats et discussions

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats obtenus ainsi que les interprétations et

les conclusions que nous en avons tirées.
V.1. Résultats de synthese des nanoparticules d’argent

Les nanoparticules d'argent sont synthétisees a l'aide d'extrait de tomate. Nous observons
la coloration brune en solution aqueuse dans les 24 heures (figure V.6) en raison de
I'excitation des vibrations de Plasmon de surface dans les nanoparticules d'argent [1]. En
raison de lI'abondance des groupements carboxyles, carbonyles, hydroxyles et phénols dans
d’extraits aqueux de la tomate, ces derniers peuvent réduire le cation Ag+ et stabiliser les NPs

d’argent ainsi formées via ces groupements [2,3].

Figure V.1: Synthése des nanoparticules d’argent.

Le changement de couleur de la solution est d0 a excitation des vibrations de Plasmon de

surface des Ag NPs.
V.2. Teneur en polyphénols

La teneur totale en polyphénols d'EDT a été déterminée par spectrophotométrie a l'aide
du réactif Folin-Ciocalteu. Les resultats obtenus sont exprimés en mg équivalents acide
gallique par 100g de la matiére séche (mg EQAG/100g de MS), en utilisant 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (y = 0,1229x + 0,0008  R?
=0.9983).
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Quantité en mg EqAG/100g y =0,1229x + 0,0008
Abs ;
de MS R?=0,9983
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Figure V.2 : a. Histogramme de la teneur en polyphénols d’EDT réalisé par deux extractions.
b. Courbe d’étalonnage d’acide gallique.

Les teneurs en polyphénols totaux sont variables selon la méthode d’extraction. Les
résultats montrent que 1’extraction par macération d’EDT est plus riche en polyphénols de
I’ordre de 78,99mg EqAG/100g de MS. En revanche, la teneur en polyphénols d’EDT de
I’UAE est plus faible et est de 75,01mg EqAG/100gde MS. Ces différences peuvent étre dues
aux conditions d’extraction tel que ; la nature du solvant utilisé, le temps d’extraction ainsi les

températures utilisées.

Les résultats présentés dans la figure (V.2), indiquent que ’EDT analysés par les deux

extractions contient des quantités de composés phénoliques.

Conformément a d’autres €tudes similaires, les composés phénoliques totaux des extraits
de pulpe de tomate variaient entre 148 et 220,21mg GAE/100g de poids sec, dont les
flavonoides représentaient 22 et 41.54mg GAE/100g de poids sec [4].

Les résultats obtenus mettent en évidence le potentiel de réutilisation des déchets de
transformation de la tomate comme source fiable de composés bioactifs et favorisent la mise
en ceuvre d’un plan de recyclage durable pour le développement d’une nouvelle génération

d’ingrédients fonctionnels et d’additifs naturels.
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V.3. Activité anti-oxydante

L'activité antioxydante est obtenue par une meéthode radicalaire (2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl) DPPH dans laquelle un radical libre stable DPPH est piégé par une molécule

antiradicalaire, le choix de ce test est basé sur la réduction de solutions alcooliques de DPPH

en presence d'antioxydants pour mesurer leur capacité a réduire ce radical. Le résultat du test

au DPPH de ’EDT est présenté dans le graphe suivant :

DPPH (%)

45
40

35
30

25

20 -

15 -

10 -

UAE

Macération

Figure V.3 : Histogramme de DPPH de ’EDT.

L’analyse des résultats de I’activité anti-radicalaire révele que ’EDT présente 1’activité la

plus importante de I’ordre 42,055% dans 1’extraction par macération. Alors que dans 'UAE

de ’EDT, nous pouvons constater que la valeur d’ordre 22.472% est moyennement efficace.

L’activité anti-oxydante de I’extrait pourrait étre affectée par de nombreux facteurs. Yi et

al. [5] ont rapporté que la teneur en lycopéne, le rapport de 1’isomeére du lycopéne ainsi que

d’autres caroténoides ou d’autres composés bioactifs ont affecté son activité anti-oxydante.
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V.4. Résultats d’analyse spectrométrique a transformation de Fourier IR

EDTm
EDTuae
_ PDT

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wave number (cm™)

Figure V.4 : Spectre infrarouge de PDT, EDTm et EDTuae.

La figure V.4 représente les spectres infrarouges de la poudre de déchets de la tomate,

I’extrait obtenu par macération ainsi 1’extrait obtenu par ultrasons respectivement.

D’apres les spectres IR-FT obtenus (figure V.3), on remargue que la poudre de déchets de
tomate et ’EDT par macération ont une presque la méme structure. Cependant, l'intensité des
différents pics d'absorption de I'EDT par UAE s'est avérée différente de celle de I'EDT par

macération et de PDT. Cette différence est due a la méthode d'extraction et au solvant utilisé.
En ce qui concerne les spectres obtenus, nous observons :

e Des bandes observées dans les trois spectres :

- Une large bande d’absorption située entre 3200-3600cm™qui est attribuée aux
vibrations d’élongation des groupements -OH d’alcool.

- Une bande située aux alentours de 1700cm-1 qui attribuée aux vibrations des
groupements C=0 des acides carboxyliques et des acétones aromatiques.
e Des bandes qui n’existent pas dans le spectre de I’extrait obtenu par ultrasons :

- Deux pics centrés entre 2860-2960cmcorrespondant aux vibrations des groupements
C-H et N-H.

- Des bandes entre 1640-1666cm ™ correspondant aux vibrations d’élongations des
liaisons C=C des alcénes, la liaison asymétrique (N-H) qui est due a la présence des

flavonoides et des acides aminés [6].

.
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- Une bande située entre 1435-1470cm™attribuée aux vibrations de déformations des
groupements C-H.

- Une bande & 1250cm™*correspondant aux vibrations d’élongations des liaisons C-O.

- Une bande entre 1020-1120cm™ attribuée aux vibrations d’¢élongations des liaisons C-
O des acides et des esters [7].

- Une bande entre 860-900cm™ attribuée aux vibrations de déformation des liaisons Cyi-

H des composés aromatiques.

D’aprés ces observations nous avons constatées que l’extraction par macération a
préserver la totalit¢ de la composition chimique de la poudre utilisé contrairement a
I’extraction effectuer par ultrasons. Cela peut étre expliqué par la fragilité de notre poudre vis
a vis les ultrasons, les hautes températures ainsi les solvants organiques. Les conditions
utilisées lors de ’extraction par ultrasons favorisent la dégradation de divers composés, on
peut citer les polyphénols comme constituants sensibles et fragiles. Selon la littérature, la
sonication a simultanément amélioré le processus d'hydratation et de gonflement, tout en
facilitant le transfert de masse des constituants solubles vers le solvant d'extraction [8].Ce qui
nous a permet de conclure que les eaux permettent d'améliorer les processus d'extraction
existants en raison des avantages qu’ils offrent dont un temps d’extraction plus court, une
température d’extraction modérée ce qui est un bénéfice pour les composes sensibles a la
chaleur [9]. Cette différence peut étre expliquer par le fait que la tomate est un produit
agricole trés sensible et différents des plantes tel que les feuilles d’olivier d’un point de vue

physicochimique.
V.5. Résultats d’évaluation de I’activité antimicrobienne
e [Especes bactériennes

L'activité antimicrobienne de I'EDT a été examinée par la méthode d'inoculation
(Mueller-Hinton) sur milieu gélosé solide. Le test a été estimée par le diametre de la zone
d'inhibition au tour du disque contenant I'EDT testé contre trois souches de référence

contenant deux bactéries Gram™ et une bactérie Gram'.

Aprés incubation a 37°C pendant 24h, I'EDT s'est avéré avoir une faible activité

antimicrobienne. Comme le montre le (tableau V.1):

.
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Tableau V.1 : Diamétres de la zone d’inhibition.

ESSAIl ESSAI2 DMSO MH
S. aureus 6 5,7 - -
B. subtilis 2 2.2 - -
E. coli 2,3 2,1 - -

L'effet antibactérien des EST peut étre utilisé dans les industries pharmaceutiques et
alimentaires pour conserver les aliments et prévenir la détérioration microbienne. Des graines
contenant des déchets de traitement de tomates ont été fermentées a I'aide de Bacillus subtilis
pour produire un hydrolysat avec une activité antibactérienne et antioxydante potentielle, ces
hydrolysats ont montré une puissante activité antioxydante contre Bacillus cereus et E.coli,
réduisant leur puissance. Jusqu'a 69,8% et 29,8% de croissance respectivement [10]. Les
chercheurs ont déclaré que les propriétés antibactériennes de I'hydrolysat sont dues aux
peptides bioactifs produits pendant la fermentation. Les teneurs en phénol et en caroténoides
des déchets de transformation de dix variétés de tomates étaient similaires en corrélation avec

les propriétés antibactériennes [11].

Selon la (figure V.5) I'extrait a montré une activité antibactérienne prometteuse contre les
bactéries Gram positives telles que: Staphylococcus aureus avec une concentration minimale

inhibitrice 0,625mg de déchets de tomate/ml.

Diametres des zones d'inhibitions (mm)

20
15

10

5
. II m . Hm
SA

BS EC
M ESSAI1  MESSAI2

Figure V.5 : Histogramme d’activité antimicrobienne.

On remarque que nos resultats ne sont pas compatibles avec les résultats des auteurs, c’est

du soit a la conservation d’EDT soit a la concentration de ce dernier dans le DMSO.
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e Espeéces fongiques

Pour étudier et évaluer I'activité antifongique de I'EDT, deux souches fongiques ont été

incluses, Aspergillus niger et Penicillium sp ont été utilises.

Les résultats des tests d'activité antifongique indiquée ont montrés que I'EDT ne
présentait pas d'activité antifongique contre ces espéces fongiques, comme le montre la figure
(V.6).

L’absence de I’activité antifongique est due a plusieurs facteurs tels que la méthodologie,

les micro-organismes testés et les extraits utilisés [12].

Figure V.6 : Résultats d’analyse antifongique.
V.6. Résultats d’analyse par spectroscopie UV-visible

La formation d'Ag NPs synthétisés par ’EDT a montré la bande d'absorbance bien
définie a 432 et 450 nm (Figure V.7). Le bon développement des bandes indiquent que les
nanoparticules ont été formées avec succés par 1’extrait, sachant que la bande située entre
300-400nm signifi¢e I’agglomération des nanoparticules synthétisées. Cela indique clairement
que des agents réducteurs sont présents dans I’EDT. De ce fait, les particules végétales jouent
un réle important dans la réduction du nitrate d'argent en nanoparticules d'argent.

Ce résultat est di a une résonance plasmonique de surface (SPR), qui a déja été bien
documentée pour diverses nanoparticules métalliques avec des tailles allant de 2 nm a 100 nm
[13].
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Figure V.7: Spectre UV-visible de nanoparticules d'argent synthétisées.
- Mécanisme de formation des nanoparticules d’argent

Le mécanisme de formation des nanoparticules est tiré de la littérature [14] en tenant
compte du fait que I’extrait de la plante est trés riche en polyphénols. La présence de Ag+
provoque 1’oxydation des groupement hydroxyles pour former un complexe d’argent
intermédiaire puis une quinone et des ions Ag+, ces dernier sont réduit en Ag métallique en

présence d’électrons libres (figure V.8).

COOR COOR COOR COOR

J | IS
f\j AgNO3 H/ N o Q{] soH H/ N4 26"+ 26
O-H Ag’ O-Ag’

O-H ©

Ou
M +28 —= H,
240"+ H, —= 2A¢" + 2H"

Figure V.8: Mécanisme de la réaction des d’Ag NPs.

La stabilité colloidale des nanoparticules est assurée par 1’interaction entre les hydrogenes
des groupements phénoliques de 1’extrait aqueux et les nanoparticules d’argent chargées

négativement (figure V.9).
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Figure V.9: Mécanisme de stabilisation d’Ag.

V.7. Résultats d’analyse par la spectroscopie Infrarouge (FTIR)

50

40 [AgnPs]

30

%)

20

10

4000 I 3550 I SDbD I 2560 I 2DbD I 1560 I 1060 I 500
longueur d'onde (cm ')
Figure V.10: Spectres FTIR d'Ag NPs synthétisés.
Le spectre FTIR d'Ag NPs synthétisé avec la tomate (Figure V.10), montre différents pics
a 3500, 3495, 3480, 1625, 1630 et 1000 cm™. Le pic extréme et large & 3500-3200 cm™
désigne les phénols et alcools liés par NAH, OAH et H-étirant respectivement les vibrations
des groupes amide. Les pics apparaissant dans la gamme de 1700-1600 et 1300-1000 cm™
désignent le C,O. Des composés nitro étirant la symétrie et des amines étirant C-N sont
présents dans ces extraits végétaux qui sont responsables de la formation d'/Ag NPs. On

comparant ce spectre avec celui de I’extrait utilisé, nous avons remarqué 1’appariation d’un
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pic entre 1630-1650nm qui indique la formation des AgNPs. Selon les travaux de L.
Muhammad Nazim et al 2020 [15], le spectre des AgNPs synthétisées représente un pic a

1634 nm, comme pic indicateur de la synthése.

Ces biomolécules pourraient jouer le role dagents réducteurs et stabilisants.
Conformément aux études précédentes, la bande apparaissant dans les gammes de 1700-1600
cm™ dans le spectre indique la formation d'’Ag NPs [13]. Nos résultats sont conforme aux

travaux réalisés par L. Muhammad Nazim et al en 2020 [15].
V.8. Résultats d’analyse du microscope optique

La Figure V.11 représente la morphologie de surface et la topographie de nanoparticules

d’Ag synthétisées.

Figure V.11: Morphologie et topographie d’Ag NPs.
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La (figure V.11) représente la morphologie et la taille des Ag NPs synthétisés. Dans cette
section d’analyse nous avons prouvé la formation des nanoparticules d’argent dans toute les
formules données par le MODDES® en remarquant des flux de nanoparticules qui circules dans
un seul sens, sur I’écran de I’ordinateur, 1’ogiciel utilisé nous a donner la taille de ces
nanoparticules en micrometre, les tailles obtenues sont inférieurs a 1 micrométre et d’une
forme sphérique. En plus de ces flux, nous avons remarqué la présence des particules plus
grosse de différentes formes et tailles qui passent de 6 a 10 micros métres a 1’état
agglomérées ; cette observation est confirmée par la bande située entre 300-400 nm. Selon les
travaux de F. Gholamhoseinpoor et al. (2015) [16], les nanoparticules d’argent synthétisées
représentent des tailles moyennes de 20 nm en utilisant un extrait de plante de Z. tenuior (Zt).
Ainsi, d’apres les travaux de K.Carbone et al en 2020 [17], les AgNPs sont synthétisées a
partir de la peau de la tomate et elles représente une forme sphérique avec une taille de 23nm.

V.9. Obtention d’un optimum

Aprées la synthése des nanoparticules d’argent par le MODDE 6 et la caractérisation de
celle-ci nous avons inséré les valeurs des tailles obtenues comme réponse. Alors, le MODDE
6 nous a donné le tableau suivant :

Tableaux V.2: Matrice d’étude complétée

Nombre Extrait Temps Taille
d’expériences
1 3 8 6,1
2 10 8 19
3 3 15 7,2
4 10 15 23
5 3 10,3333 6
6 10 12,6667 21
7 5,33333 8 15
8 7,66667 15 16
9 6,5 115 14
10 6,5 11,5 13,2
11 6,5 115 13,9
12 6,5 11,5 13,8
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+ Analyses globales des résultats

e Analyse statistique

La figure V.8 représente un résumé des facteurs statistiques obtenus.

Investigation: MODDE - (MLR) I r
Summary of Fit I
1 Model Valdiy
[ Reproducibility

Taille

N=12 Cond. no.=3,5796
DF=6 Y-miss=0

Figure V.12: Facteurs statistiques obtenus.
Pour mieux exploiter ces résultats, les valeurs numériques des caractéristiques statistiques
les plus pertinents sont résumeées dans le tableau (V.3).

Tableau V.3: Valeurs numeériques des caractéristiques numériques.
Réponse R2 Q2 Reproductibilité

Taille des AgNPs 0.957 0.378 1.00

Les parametres statistiques R2 et Q2 traduisent respectivement, 1’explication et la
prédiction du modele associé aux résultats obtenus. Lorsque ces deux derniers tendent vers
I’unité, le modele associé explique la variation et prédit la réponse totalement. En revanche
lorsque R2 ou Q2 tendent vers 0, alors le modele ne peut étre utilisé ni pour expliquer la
variation ni la prédiction des réponses. L’analyse de la variance (ANOVA) partitionne la
variation totale de la réponse sélectionnée SS (Somme des carrés par rapport a la moyenne) en
une partie dii au modele de régression et I’autre partie di aux résidus. De ce fait il est
important d’avoir pour une réponse donnée de bons coefficients de corrélation et de
prédiction. Dans le cadre de cette étude d'optimisation, nous tiendrons compte des deux

parametres.

.
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Du tableau (V.3) on déduit : les deux paramétres R2=0.957 et Q2= 0,378 sont
acceptables, cela veut dire que le modéle obtenu explique et prédit les pourcentages des

facteurs (le taux d’extrait ainsi le temps d’agitation).
NB :

Aprés modélisation, le logiciel MODDE 6, ne peut pas nous proposer une équation
mathématique, cela est du a la réponse choisie. Pour obtenir une équation mathématique, il

faut avoir deux réponses aux minimums.
+ Caractérisation de I’optimum

L’optimum obtenu est caractérisé par une forme sphérique et une taille de 23nm. Cette
méthode de diffusion des disques nous a permis de vérifier le pouvoir antibactérien de ce
dernier vis-a-vis les souches bactériennes choisies. Apres incubation a 37°C pendant 24h. Les
résultats de 1’activité antibactérienne de nanoparticules d’argent sont représentés dans les
(figures V.13 et V.14) et le (tableau V.4):

Tableau V.4: Zone d'inhibition des nanoparticules d‘argent contre diverses bactéries

pathogenes.
Souches bactériennes Zone d’inhibition
E.coli 11mm
S. aureus 15mm

w &

Figure V.13: Zone d’inhibition des nanoparticules d’argent contre les bactéries utilisées.

&
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Diametres des zones d'inhibitions (mm)
16
14
12

10

2]

[9)]

S

N

Figure V.14 : Histogramme d’activité antibactérienne de 1’optimum contre diverses souches
bactériennes pathogeénes.

Les nanoparticules d’argent se sont montrées plus actives sur la bactérie a Gram-positive
(Staphylococus aureus), avec une zone d’inhibition de (15mm). Sur la bactérie a Gram-
négative, notamment 1’E.coli, la valeur est moin importante (11 mm). Ce résultat indique que
les bactéries Gram-positives sont plus sensibles que les bactéries Gram-négatives. L'activité
bactéricide des AgNPs contre un large éventail de bactéries a été prouvée dans plusieurs
études [18, 19, 20]. Le mécanisme de I'activité bactéricide des AgNPs est tres probablement
da a la fixation des AgNPs a la paroi cellulaire et a la génération des radicaux libres.

Selon d'autres études similaires, les résultats montrent le contraire, peut-étre lié a
différentes structures de paroi cellulaire et a différents mécanismes antibactériens de I'argent
sur différentes cellules [21]. Par exemple, les bactéries Gram-négatives ont une fine couche de
peptidoglycane, tandis que les bactéries Gram-positives ont une couche épaisse de

peptidoglycane plus résistante a la diffusion d'Ag"* [22].
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Conclusion générale

Dans cette étude, nous avons synthétisé avec succes des nanoparticules d'argent a base
d'extrait de déchets de la tomate obtenue par macération, confirmer par le changement de
couleur qui signifier la réduction des ions Ag. Les nanoparticules synthétisées ont été

caractérisees par des mesures UV-Vis, FTIR et Microscope optique comme suit :

v L’analyse par spectroscopie UV-visible a montré une bande d’absorbance bien définie
a 432 et 450nm ce qui indique la présence des agents réducteurs dans I’EDT.

v L’analyse par la spectroscopie Infrarouge FTIR a montré un pic entre 1700 - 1600cm™
atteste la formation des AgNPs.

v" Le motif Microscope optique a mis en évidence des points sphériques brillants avec

des distributions de tailles comprise entre 6 et 23 nm.

Les AgNPs synthétisés ont été optimisés par un plan dit D-Optimal, ce dernier a donné un
optimum de taille 22nm et de forme sphérique. Ce dernier a été caractérisé par deux souches
bactériennes ‘E.coli et S. aureus’. L'activité antimicrobienne a été bien démontrée par une

zone substantielle d'inhibition de I’ordre de ‘11mm et 15mm’ respectivement.

Cependant, il est important de noter que cette technologie n’est pas sans limites. Des
études complémentaires sont nécessaires pour évaluer les aspects toxicologiques et
environnementaux de 1’utilisation de nanoparticules d’argent dans les emballages alimentaires
et il est essentiel de garantir la sécurité et I’innocuité de ces emballages avant de les introduire

massivement sur le marché.
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Résumeé

Résumé

La biosynthese des nanoparticules d'argent (AgNPs) est importante pour des applications
dans de nombreux domaines. L'extrait de déchets de tomate a été utilisé comme agent
réducteur et agent de coiffage pour la biosynthése des AgNPs car le dosage de piégeage des
radicaux libres DPPH, la capacité antioxydante totale, la détermination du contenu
phénolique total a confirmé que I’extrait utilisé a de puissant agent antioxydant ; peut étre
utilisé comme un piégeur efficace de radicaux libres. La spectroscopie UV a révélé un pic a
450 nm, indiquant la formation d’AgNPs. La spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier a révélé la liaison de divers groupes fonctionnels aux ions argent dans les NP de
I'extrait de déchets de tomate. Les AgNPs biosynthétisés ont également montré une bonne
activité antibactérienne contre Staphylococus aureus et Escherichia coli.

Mots clés : biosynthése, nanoparticules d’argent, agent réducteur, radicaux libre.

Abstract

The biosynthesis of silver nanoparticles (AgNPS) is important for applications in many
fields. Tomato waste extract was used as reducing agent and capping agent for AgNPS
biosynthesis as DPPH free radical scavenging assay, total antioxidant capacity, total phenolic
content determination confirmed that the extract used has powerful antioxidant agent; can be
used as an effective free radical scavenger. UV spectroscopy revealed a peak at 450 nm,
indicating the formation of AgNPS. Fourier transform infrared spectroscopy revealed the

binding of various functional groups to silver ions in NPs of tomato waste extract. The

biosynthesized AgNPs also showed good antibacterial activity against Staphylococus aureus
and Escherichia coli.

Key words: biosynthesis, silver nanoparticles, reducing agent, free radicals.



