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Introduction 

Ces dernières années, le nombre de pathogènes présentant une multirésistance aux 

antibiotiques a connu une augmentation exponentielle. L'Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) classe la résistance aux antibiotiques parmi les dix principales menaces pesant sur la santé 

mondiale (Elshobary et al., 2025). Un grand nombre de bactéries sont identifiées comme 

multirésistantes, entraînant des coûts élevés de gestion, notamment en traitements, en formation du 

personnel, en matériel d'isolement, ainsi que des pertes de productivité. Par exemple, aux États-

Unis, le coût du traitement conventionnel de la tuberculose due à une souche sensible aux 

antibiotiques est estimé à 17 000 dollars, contre un coût allant jusqu’à 482 000 dollars pour le 

traitement d'une souche multirésistante (Barros et al., 2018). 

Cette crise souligne l'urgence de mettre en œuvre une utilisation responsable et rationnelle des 

antibiotiques, de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques et de poursuivre les recherches 

afin de limiter la propagation de la résistance aux antimicrobiens. Les nanostructures d’argent 

biosynthétisées peuvent-elles être une alternative et pallier ce problème ? 

Des auteurs tel que Rodrigues et al.,(2024), ont rapporté que les nanoparticules d'argent 

(AgNP) sont décrites dans la littérature comme possédant un large spectre biocide, couvrant les 

bactéries Gram-positif et Gram-négatif, les champignons, les virus et les mycobactéries.  

La synthèse verte de nanoparticules à base de microorganismes et de plantes est une nouvelle 

approche respectueuse de l'environnement, caractérisée par une réduction de la consommation 

d'énergie et de produits chimiques. Cette approche est préférée aux méthodes chimiques et 

physiques conventionnelles (Răut et al.,2024), et contribue également à réduire significativement 

leur cytotoxicité vis-à-vis des cellules saines (Salem et al. 2020). 

Parmi les microorganismes utilisés dans la biosynthèse des nanoparticules, les levures en 

particulier les souches probiotiquessuscitent un intérêt croissant de la part des chercheurs. Ces 

microorganismes peuvent produire une grande quantité de nanoparticules, en raison de leur vitesse 

de croissance rapide. Ceci permet d’obtenir un meilleur rendement en biomasse et en protéines, 

favorisant ainsi un potentiel de biosynthèse par voie extra et intracellulaire et une meilleure 

stabilité (Fath-Alla et al.,2024). 

Notre manuscrit est scindé en trois chapitres, structurés comme suit: le premier chapitre 

aborde les différents travaux qu’ont traité à la synthèse des nanoparticules. Quant au deuxième 

chapitre, la méthodologie scientifique ainsi que le matériel utilisé dans le cadre de cette étude ont 

été présentés afin de répondre à la problématique posée. Enfin, dans le dernier chapitre les 

résultats obtenus ont été discutés et comparés à d’autres travaux scientifiques. 
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Etat de l’art 

I. Généralités sur les nanoparticules 

Les nanoparticules constituent l’unité de base dans la fabrication des nanostructures. 

(Horikoshi et Serpone,2013).Ce sont des structures définies comme des dispersions particulaires 

solides de dimensions nanométriques, généralement comprises entre 1 et 100 nanomètres 

(Gahlawat et Choudhury.,2019).Elles présentent une grande diversité de forme, de taille et de 

structure, pouvant être sphériques, cylindriques, coniques, tubulaires, à cœur creux, en spirale ou 

encore de formes irrégulières (Anu Mary Ealia et Saravanakumar 2017). À cette échelle, les 

nanoparticules présentent des propriétés physicochimiques et biologiques uniques, distinctes de 

celles observées à des tailles plus grandes. Ces caractéristiques incluent un rapport surface/volume 

spécifique élevée, une activité catalytique, et des propriétés optiques, magnétiques ou 

électroniques uniques. Ce qui les rend particulièrement intéressantes pour de nombreuses 

applications, notamment en biotechnologie, en médecine, dans les secteurs pharmaceutique et 

agricole (Joudeh et Linke 2022). 

Ces nanostructures peuvent être classées selon leur morphologie, dimension, degré 

d’uniformité, leur tendance à s’agglomérer ainsi que leur composition  (Roychoudhury 

2020).Selon cette dernière on distingue trois catégories principales de nanoparticules  : 

organiques, inorganiques et à base de carbone comme le montre la Figure 1 chacune présentant 

des avantages et des inconvénients spécifiques (Eker et al.,2024). 

Figure 1: Classification des nanoparticules[Source : traduite à partir de Eker et al.,2024)] 

Parmi les nanoparticules inorganiques, les nanoparticules d’argent (AgNPs) occupent une 

place particulière grâce à leurs propriétés physicochimiques (Liu et al.,2021), anti-inflammatoires 

bien établies (Kaler et al 2013)et aussi par rapport au faible coût de leur synthèse, leur durabilité 
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environnementale, et le plus remarquable, est leur activité antimicrobienne à l’égard des 

microorganismes multirésistants aux antibiotiques tout en étant non cytotoxiques à faible 

concentration vis-à-vis des cellules saines de l’hôte. Les applications des AgNPs se sont étendues 

à des domaines innovants tels que le domaine énergétique (Klau Joergr et al., 2001)et même dans 

le traitement des eaux usées et des déchets biologiques (Abbas et al.,2024; Krishna et al., 2024). 

II. Synthèse des Nanoparticules 

La Figure 2 présente les différentes méthodes de synthèse de nanoparticules. L’approche 

physique est également appelée approche top-down (de haut en bas), tandis que les approches 

chimiques et biologiques sont regroupées sous le terme d’approche bottom-up (de bas en haut) 

(Altammar 2023). Les approches « top-down », consistent à transformer des matériaux massifs 

en petites particules, qui ont l’avantage de produire de grandes quantités de nanoparticules, mais 

nécessitent beaucoup d’énergie ainsi que des investissements coûteux en équipements (Jiang et al. 

2022) Dans l’approche bottom-up (de bas en haut), les nanoparticules peuvent être synthétisées à 

l’aide de méthodes chimiques et/ou biologiques par l’auto-assemblage d’atomes pour former de 

nouveaux noyaux, qui se développent ensuite en particules de taille nanométrique (Ahmed et al., 

2016) 

 

Figure 2: Méthodes de synthèse des Nanoparticules [Source : traduite à partir de Altammar 2023]
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II.1. Biosynthèse des nanoparticules 

Bien que les méthodes de synthèse chimique et physique des nanoparticules d’argent (AgNPs) 

soient largement utilisées, la toxicité et la pollution causées par les produits chimiques doivent être 

soulignées, et une attention plus grande devrait leur être accordée (Xu et al.,2020). Ces approches 

de synthèse nécessitent l’utilisation d’agents réducteurs, stabilisants ainsi que des réactifs 

toxiques. Cependant, en raison de la toxicité qui leur est associée, ils affectent négativement les 

organismes vivants ainsi que l’environnement, posant ainsi diverses limitations à leur utilisation 

(Jain et al., 2021). C’est pour cela l’approche de la chimie verte est d’une importance capitale 

pour l’avenir des nanomatériaux. Ce domaine devrait aboutir au développement de nanoparticules 

(NPs) sûres et écologiques et largement acceptées dans le domaine de la nanotechnologie(Gour et 

Jain 2019). 

La synthèse verte est définie comme l’utilisation d’éléments biologiquement respectueux de 

l’environnement, tels que les plantes, les bactéries et les champignons…etc., pour la synthèse de 

nanoparticules. Ces approches biologiques innovantes sont dépourvues d’inconvénients associés 

aux méthodes conventionnelles de synthèse (Asif et al.,2022). 

De nombreux chercheurs ont exploités cette approche notamment Tran Khac et al.(2023)qui 

ont mis en évidence la synthèse écologique de nanoparticules d’argent à partir d’extraits de thé 

vert, illustrant leur potentiel en tant qu’agents antibactériens puissants et respectueux de 

l’environnement, tout en offrant une solution innovante pour la dépollution des eaux contaminées 

par des colorants organiques tels que le bleu de méthylène, issu.de l’industrie de textile. 

Un autre exemple de biosynthèse des nanoparticules d’argent (AgNPs) à partir des déchets est 

présenté par Santhosh et al. (2021) qui ont réussi à synthétiser des AgNPs à partir des épluchures 

d’oignon qui présentent une activité remarquable à l’égard de l’espèce Staphylococcus aureus, 

sans avoir recours à aucun matériel toxique. 

De nombreuses études ont montrés que les microorganismes comme les bactéries, peuvent 

produire diverses nanoparticules inorganiques notamment des AgNPs (Cekuolyte et al., 2023; 

Punjabi et al., 2017,Karageorgou et al., 2022). Ila été rapporté que des nanoparticules d’argent 

très stables et bien dispersées (de 40 à 50 nm) pourraient être synthétisées à l’aide du surnageant 

de culture d’une bactérie non pathogène, Bacillus licheniformis (Iravani et al., 2014). 

II.2. Biosynthèses des nanoparticules par les champignons 

En plus des bactéries et les plantes, les champignons sont aussi largement utilisés et considérés 

comme étant une excellente source de nombreuse enzymes extracellulaires qui sont impliqués 

dans la biosynthèse des nanoparticules (Torimiro et al., 2021).Ce qui a été confirmé par les 

travaux de (Răut et al., 2024) en utilisant des champignons tels que Cladosporium, Penicillium, 
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qui ont permis d’obtenir des AgNPs stables et efficaces contre plusieurs pathogènes tels que S. 

aureus, E. coliet C. albicans avec un potentiel thérapeutique important. 

Comme les moisissures, les levures font aussi l’objet d’études de plusieurs travaux en ce qui 

concerne la biosynthèse des NPs. Elles se distinguent par leurs croissances rapides, ainsi que la 

plupart des levures sont écologiques, non toxique, et possèdent une capacité de bioaccumulation 

intéressante pour la production des nanoparticules avec une efficacité élevé et cout réduit. De plus, 

les levures utilisent divers mécanismes pour la synthèse et la stabilisation des nanoparticules ce 

qui entraine des différences en termes de taille et de forme (Fath-Alla et al., 2024). 

Les cellules de levures s’adaptent aux conditions de toxicité métallique en utilisant divers 

mécanismes de détoxication telle que la bio-précipitation, la chélation et le piégeage intracellulaire 

(Gahlawat et Choudhury 2019). Ces caractéristiques uniques des levures ont attiré l’attention de 

plusieurs chercheures et ils ont mis l’accent sur l’utilisation des levures probiotiques à l’exemple 

de Saccharomyces cerevisae (S. cerevisae) et kluyveromyces marxianus (K. marxianus), qui ont 

été définies actuellement comme « des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés à 

des charges appropriées, confèrent un avantage pour la santé de l’hôte » (Manshin et 

al.,2025).Bien que K. marxianus n’a pas reçu autant d’attention que d’autre espèces de 

Kluyveromyces mais elle possède un potentiel biotechnologique considérable (Kazemi et al. 

2025).Elle a été identifiée pour la première fois comme une levure appartenant au genre 

Saccharomyces et a été nommée Saccharomyces .marxianus. L’espèce a ensuite été transférée au 

genre Kluyveromyces et depuis, 45 espèces ont été classées dans ce genre (Ahasanul Karim et 

al.,2020). Des recherches suggèrent que K. marxianus produit une large gamme de métabolites 

distincts qui peuvent être utiles aux secteurs de l’alimentation et de la biotechnologie, et qu’elle 

peut être tolérante à l’acide gastrique et à la bile, lui permettant de survivre dans le tube digestif et 

d’atteindre les intestins (Tullio 2024).De plus, cette levure est remarquable par sa croissance 

extrêmement rapide, pouvant atteindre une vitesse de croissance allant jusqu’à 0,99/h à 40°C, ce 

qui dépasse largement celle de nombreuses autres cellules eucaryotes de plus sa thermotolérance 

lui confère la faculté de se développer efficacement à des températures allant de 40°C à 50°C, 

permettant la réduction de risque de contamination (Reina-Posso et Gonzales-Zubiate 2025). 

Les nanoparticules d’argent biosynthétisées ont démontrées une forte activité antimicrobienne 

contre des pathogènes multi-résistants comme Escherichia coli (E .coli), Staphylococcus aureus 

(S. aureus)et Candida albicans (C. albicans) illustrant leur potentiel en nanomédecine (Ashour 

2014). Contrairement à K. marxianus, S. cerevisae est le modèle le plus étudié que ce soit dans la 

synthèse extra ou intracellulaire des nanoparticules d’argent. Pour la synthèse extracellulaire des 

études ont été faites par Colleselli et al. (2024,) en utilisant les extraits de cellules de 

Saccharomyces cerevisiae DSM 1333 qui offrent plusieurs avantages, notamment la simplicité de 
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purification et la réduction des efforts liés à la lyse cellulaire. D’autres chercheurs ont aussi réalisé 

une biosynthèse des nanoparticules d’argent, en utilisant le surnageant  contenant les métabolites 

sécrétés par la levure S. cerevisiae ou la biosynthèse a été révélée par un changement de couleur 

(Kthiri et al. 2021). 

II.2.1. Mécanisme de biosynthèse des nanoparticules d’argent  

La biosynthèse des nanoparticules métalliques n’est pas présente chez tous les 

microorganismes, en raison de leur voie de synthèse métabolique où intervient des enzymes 

cellulaires spécifiques dont certains microorganismes ne les possèdent pas. Par ailleurs, la 

synthèse de nanoparticules métalliques dépond de la capacité des microorganismes à tolérer les 

métaux lourds (Bahrulolum et al. 2021). 

La biosynthèse de ces nanoparticules, comme illustré sur la Figure 3, peut être réalisée soit au 

niveau extracellulaire ou bien intracellulaire du microorganisme (Mohd Yusof et al., 2019).La 

voie intracellulaire, implique des systèmes de transport uniques où la paroi cellulaire joue un rôle 

important en raison de sa charge négative qui attire par interactions électrostatiques les ions 

métalliques chargés positivement et les introduit par la suite à l’intérieur de la cellule pour qu’ils 

subissent une réduction par des enzymes telles que la nitrate réductase pour former des 

nanoparticules métalliques(MtNPs). Ces NPs accumulés dans l’espace périplasmique peuvent 

ensuite être transportées à travers la paroi cellulaire et sortir vers l’environnement extérieur 

(Tiquia-Arashiro et Rodrigues 2016). Contrairement à la voie intracellulaire, la voie 

extracellulaire implique le piégeage des ions métalliques par l’enzyme réductase qui est une 

enzyme dépendante de nicotinamide adénine dinucléotide  (NADH) et nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate(NADPH) et qui peut se retrouvée au niveau de la paroi cellulaire ou bien 

secrétée à l’extérieur afin de les réduire en forme métallique et former des nanoparticules 

métalliques (Nain et al., 2025). 
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Figure 3 : Mécanismes de la biosynthèse des nanoparticules métalliques [Source : traduite à partir de 

Bahrulolum et al. 2021]. 

Les AgNPs sont principalement produites par réduction de sels d'argent tels que le perchlorate 

d'argent (AgClO4) et le tétrafluoroborate d'argent (AgBF4)le nitrate d'argent (AgNO3), (Swebocki 

et al. 2023), ce dernier est couramment utilisé comme précurseur dans la biosynthèse des 

nanoparticules d'argent en raison de sa solubilité élevée dans l'eau et de sa capacité à libérer 

facilement des ions d’argent (Ag⁺). Ces ions sont essentiels à la formation des AgNPs, car ils sont 

réduits en atomes d'argent (Ag⁰) par des agents réducteurs d'origine biologique, tels que les 

extraits de plantes, les microorganismes ou leurs métabolites qui s’agrègent finalement pour 

former des nanoparticules d’argent (Almatroudi 2020).Plusieurs études ont montré qu’une 

concentration élevée en AgNO3 entraînait une augmentation de la taille des cristallites et de la 

taille des AgNPs (Htwe et al., 2019). 

II.2.2. Paramètres influençant la biosynthèse des AgNPs  

Il existe plusieurs facteurs environnementaux influençant la croissance et les métabolites des 

microorganismes notamment les levures. Afin d’avoir un taux élevé de croissance et un bon 

rendement de biosynthèse d’AgNPs avec de meilleurs caractéristiques biologiques, 

morphologiques et biochimiques, plusieurs paramètres ont été optimisés. Spécifiquement, la 

concentration en nitrate d’argent, qui joue le rôle de précurseur, ainsi que le pH et la température 

d’incubation lors de la biosynthèse des AgNPs (Saleem et al., 2020). 

Alves et Murray (2022), ont conclu qu’une température élevée comme 90°C augmente la 

vitesse de synthèse, ce qui favorise la formation de nanoparticules plus petites et plus uniformes, 

mais doit être utilisée avec précaution pour éviter la dégradation des métabolites bioactifs. Selon 
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Deirram et al.(2019), le pH joue un rôle crucial dans la biosynthèse des nanoparticules d'argent. Il 

est mentionné que la variation de ce dernier influence l'état d'ionisation des biomolécules 

réductrices, ce qui affecte leur capacité à réduire les ions d’argent (Ag⁺) en nanoparticules d'argent 

(Ag⁰). À pH basique, la réduction est facilitée en raison de la déprotonation des groupes 

fonctionnels, favorisant la formation de nanoparticules plus petites et homogènes. En revanche, à 

pH acide, la protonation limite l'activité réductrice, ce qui peut conduire à des particules plus 

grosses ou moins stables. 

Concernant l'étude menée par Sobczak-Kupiec et al. (2011), ils ont pu constater que 

l'augmentation de la concentration en AgNO₃, le taux de nucléation des particules d'argent atteint 

un niveau optimal. Il a également été observé que les nanoparticules d'argent ont tendance à 

s'agréger pour former des particules plus grandes, en raison de l'augmentation de la fréquence des 

collisions lorsque la teneur en sel d'argent croît. 

III. Propriétés physicochimiques et biologiques des nanoparticules d’argent 

Plusieurs propriétés physicochimiques peuvent être identifiées notamment: la taille des AgNPs 

qui influence de manière significative le rapport surface-volume des atomes constituants ces 

nanoparticules, ce qui détermine leur réactivité physico-chimique et leur activité antibactérienne 

(Abbas et al., 2024 ;Duman et al., 2024). 

En plus des propriétés physicochimiques, leurs propriétés optiques occupent une place 

centrale, notamment en raison de leur capacité à absorber la lumière sur une large gamme de 

longueurs d’onde, ce qui les rend utiles dans de nombreuses applications (Mohamed  Fahmy et 

al.,2019). 

En parallèle, les propriétés biologiques sont aussi prometteuses notamment l’activité 

antibactérienne, antifongique, anti-biofilm, et autres. Actuellement, les nanoparticules d’argent 

sont largement utilisées comme agents antibactériens grâce à leur efficacité contre un grand 

nombre de bactéries (Bamal et al., 2021), ainsi contre les cellules fongiques qui absorbent 

facilement les nanoparticules d’argent en raison de leur petite taille ,ce qui perturbe leurs parois 

cellulaire et provoque leurs lyse (Koduru et al., 2018).De plus les nanoparticules d’argent sont 

devenus des candidates importantes comme agents antiviraux, cela rend crucial le développement 

d’alternatives sûres et efficaces aux traitements antiviraux courants (Bamal et al., 2021). 

Ces nanoparticules peuvent former un nanocomposite, qui est décrit comme un matériau 

composé de plusieurs phases, dont au moins une d’elles possède une structure à l’échelle 

nanométrique, ce qui lui confère des propriétés uniques et le rendent un concurrent potentiel 

contre divers agents thérapeutiques synthétiques (Raza et al., 2021). 
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Les nanocomposites métalliques suscitent un grand intérêt, non seulement en raison de leur 

polyvalence, mais aussi pour leur biodégradabilité et leur biocompatibilité (Al-Jumaili et al., 

2019).Les nanocomposites à base de nanoparticules d'argent et de chitosan présentent une activité 

antimicrobienne significative, notamment contre des bactéries pathogènes telles que Enterococcus 

faecalis. De plus, leur faible toxicité pour les cellules mammifères, comme les fibroblastes 

NIH/3T3, suggère qu’ils peuvent être utilisés en tant que nanomédicaments ou vecteurs de 

livraison de médicaments, tout en étant sûrs pour l’organisme (Raza et al., 2021). 

Bien quela propriété antimicrobienne des nanoparticules d’argent soit la plus étudiée, leur 

mécanisme d’action reste encore en partie non élucidé (Vanlalveni et al. 2024).La littérature 

soutient principalement trois mécanismes, illustrés dans la Figure 4, qui ont été observés 

ensemble ouséparément, par lesquels les AgNPs exercent leurs actions antibactériennes. Le 

premier postule que ces nanoparticules s’accumulent au sein de la membrane et diffusent 

également à l’intérieur des cellules, provoquant une dénaturation des membranes ou de la paroi 

bactérienne (Abada et al.,2024), augmentant ainsi la perméabilité de la membrane et induisant 

une fuite du contenu cellulaire et par conséquent sa lyse. Le deuxième mécanisme propose que les 

protéines soufrées puissent s’attacher à la membrane cytoplasmique et à la paroi cellulaire en 

raison de leur attraction électrostatique et de leur affinité pour les ions d’argent. Ces ions liés 

augmentent la perméabilité de la membrane cytoplasmique, entraînant la rupture de la cellule 

bactérienne. Ensuite, après l’absorption des ions d’argent libres par la cellule, les enzymes 

respiratoires peuvent être désactivées, entraînant la production d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS), ainsi qu’une interruption de la production d’adénosine triphosphate (ATP) (Vanlalveni et 

al. 2024).En outre les AgNPs auront une affinité pour interagir avec des groupes soufrés ou 

phosphorés, présents dans le contenu intra cellulaire tels que l’ADN et les protéines modifiant leur 

structure et leurs fonctions. Alors que le troisième mécanisme consiste à l’effet synergique des 

deux derniers (Bruna et al., 2021).  
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Figure 4 :Mécanismes d’activité antibactérienne des nanoparticules d’argent [Source : traduite à partir de 

Sani Aliero et al., 2025)]. 

En effet, la charge surfacique des AgNPs peut jouer un rôle dans la capacité de ces dernières à 

diffuser à travers la matrice du biofilm ce qui leur permet d’atteindre les cellules bactériennes et 

de les inhiber (Qiao et al., 2019).Le mécanisme clé de l’activité anti-biofilm des AgNPs est la 

génération des ROS qui induisent un stress oxydatif intracellulaire en augmentant leur niveau, ce 

qui endommage l’ADN, les lipides membranaires et les protéines, compromettant ainsi la viabilité 

cellulaire et la formation de biofilms (Kaweeteerawat et al. 2017).Aussi, les AgNPs ont montré 

une activité antimicrobienne en perturbant l’intégrité de la membrane cellulaire bactérienne 

menant à la fuite de contenu cellulaire età la mort cellulaire comme elles exercent leur activité 

d’anti-biofilm en empêchant l’adhésion de cellules bactériennes sur des surfaces ou en 

endommageant les forces intermoléculaires. Il a également été prouvé que les AgNPs pouvaient 

inhiber le quorum sensing (Swidan et al., 2022). 
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Matériel et méthodes 

I. Revivification et standardisation des souches microbiennes 

Dans cette étude, les souches utilisées pour la biosynthèse des nanoparticules d’argent sont S. 

cerevisiae F6 et K. marxianusGBC2, isolées respectivement à partir des figues fraiches et de 

grenades. Ces levures font partie de la collection du Laboratoire de Microbiologie Appliquée 

(LMA), et ont été préalablement caractérisées pour leur potentiel probiotique (Barache et al. 

2024). La revivification des souches de levures a été réalisée à partir de cultures conservées dans 

du bouillon Sabouraud (Equiprolab, Algérie) à 20% de glycérol à-80°C. Un volume de 200 µL de 

chaque souche ont été transférés dans des tubes contenant 9 mL de bouillon Sabouraud et incubés 

à 37°C pendant 48h. Ensuite, les suspensions de levures ont été repiquées sur gélose Sabouraud 

chloromphénicol (Equiprolab, Algérie) et incubées à 37°C pendant 48h.  

En ce qui concerne les souches pathogènes, une revivification a été également effectuée en 

introduisant un volume de 200µl dans 9mL du bouillon nutritif (BN) (TM MEDIA, Inde).Par la 

suite, un repiquage a été réalisé sur les géloses appropriées, selon les modalités suivantes 

:Staphylococcus aureus (ATCC 25933) sur gélose Chapman (Equiprolab, Algérie); Escherichia 

coli (ATCC 25922) gélose Eosine Méthylène Bleu (EMB) (Equiprolab, Algérie), Bacillus subtilis 

(ATCC 6633) sur gélose nutritive (Liofilchem, Italie) et Candidaalbicans (ATCC 10231) dans du 

Sabouraud chloromphénicol (Equiprolab, Algérie).Par la suite les boîtes de Pétri ont été incubées 

à 37°C pendant 48h. 

Après incubation, une observation microscopique a été réalisée. Pour les bactéries une 

coloration de Gram a été effectuée, tandis qu’une coloration au bleu de méthylène a été utilisée 

pour les levures. Les préparations ont ensuite été observées au microscope optique à un 

grossissement de ×100 afin de vérifier la pureté des souches. Une fois la pureté des souches S. 

cerevisiae F6 et K. marxianus GBC2 est confirmée, une standardisation est réalisée par deux 

méthodes, dénombrement à partir d’une série de dilutions décimales et par la mesure de 

l’absorbance. Pour cela, des cultures de 18 h, ont été préparées enensemençant une colonie de 

chaque souche S. cerevisiae F6 et K. marxianus GBC2 dans des tubes de 10 mL du bouillon 

Sabouraud, ensuite incubés à 37 °C pendant 18 h. Après incubation, l’absorbance des tubes des 

solutions mères jusqu’aux dilutions 10-3 pour chaque souche a été mesurée à une longueur de 

630nm en commençant par la dilution la moins chargée vers la plus chargée. En parallèle, la 

suspension de K. marxianus GBC2 a servi de solution mère pour réaliser des dilutions décimales 

en série jusqu’à 10-6.Un volume de 100 µL de chaque dilution a été ensemencé en masse dans la 

gélose Sabouraud chloromphénicol à raison de deux boites de Pétri par tube. 

Afin d’évaluer la charge initiale, un dénombrement des colonies est effectué et le résultat est 

donné par la formule suivante :
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Avec: 

N: Nombre de colonies viable  

C: colonies  

V: volume de la dilution  

n1: Nombre de boites de la 1iere dilution 

n2: Nombre de boites de la 2ème dilution 

d: Dilution 

UFC / mL: Unités formant colonies par millilitre. 

II. Biosynthèse des nanostructures d’argent par S. cerevisiaeF6 et K. marxianus GBC2 

Pour préparer les cultures, 9 tubes contenant 10 mL du bouillon nutritif ont été préparés pour 

chaque souche (S. cerevisiae F6 et K. marxianus GBC2), et chaque tube a été ensemencé avec une 

colonie de la souche correspondante. Ensuite les tubes ont été incubés à 37 °C pendant 18 h. Après 

incubation, une première centrifugation a été réalisée à 9000 rpm pendant 5 min à 4 °C. Le 

surnageant a été éliminé, et un lavage du culot a été effectuée en ajoutant 1mL d’eau 

physiologique afin d’éliminer toute trace du milieu de culture, suivi d’une centrifugation dans les 

mêmes conditions pour récupérer les cellules, ces dernières ont été resuspendues dans trois 

milieux de synthèse : bouillon nutritif, eau physiologique et eau distillée.  

Après homogénéisation, une solution de nitrate d'argent (AgNO₃) à 0,1M a été préparée, puis 

rajoutée à raison de 10 mL par tube selon un rapport volumique de (2 :1) pour (AgNO3 : eau 

distillée) respectivement, pour obtenir un mélange réactionnel. Les tubes ont été maintenus à l’abri 

de la lumière tout au long de la biosynthèse et incubés à différents intervalles de temps comme 

indiqué dans le tableau I. 

Tableau I:Composition des solutions de biosynthèse des NPs par Saccharomyces cerevisiae F6 et 

Kluyveromyces. marxianus GBC2et l’intervalle de temps correspondant. (BN : Bouillon nutritif, EP, Eau 

physiologique, ED : Eau distillée). 

Souche Saccharomyces cerevisiae F6/Kluyveromyces marxianus GBC2 

Mélange 

réactionnel 

5mL de BN+ 10mL  

AgNO3 à 0.1M. 3 tubes 

incubés à 24, 48 et 72h 

5mL de EP+ 10mL 

AgNO3 à 0.1M. 3 tubes 

incubés à 24, 48 et 72h 

5mL de ED+ 10mL  

AgNO3 à 0.1M. 3 tubes 

incubés à 24, 48 et 72h 
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III. Evaluation de l’activité antimicrobienne des nanostructures d’argent synthétisées par S. 

cerevisiae F6et K. marxianus GBC2 en milieux BN, ED et EP 

L’activité antibactérienne a été évaluée par la méthode des puits décrite par (Ceugniez et al., 

2015)avec quelques modifications. Vingt millilitres de gélose Mueller-Hintion (Biolab Hangrie) 

ont été préalablement coulés dans des boites de Pétri, puis ensemencées en surface par des cultures 

de 18h des suspensions microbiennes d’E. coli (ATCC 25922) de S. aureus (ATCC 25933) et de 

C. albicans (ATCC 10231), ajustées à une densité optique (DO₆₃₀) comprise entre 0,08 et 0,1, 

correspondant à une concentration d’environ 1,5 × 107 UFC/mL. Des puits ont été creusés dans la 

gélose, puis remplis avec un volume de 50 µL du mélange réactionnel issu de la biosynthèse des 

nanostructures d’argent (AgNPs), récoltés après 24, 48 et 72h. Après une diffusion à 4°C pendant 

2h, les boites ont été incubées à 37°C pendant 24h. En parallèle, l’activité antimicrobienne des 

deux levures S. cerevisiae F6 et K. marxianus GBC2 a également été évaluée afin de savoir si 

elles ont une activité à l’égard des souches cibles testées. 

IV. Optimisation des conditions de biosynthèse des nanoparticules d'argent 

IV.1. Production de la biomasse de K. marxianus GBC2 

Suite à la sélection de K. marxianusGBC2 comme souche la plus performante pour la 

biosynthèse des nanoparticules d’argent, une culture a été mise en place afin d’obtenir une 

biomasse suffisante pour les étapes d’optimisation. Une culture de 18h de K. marxianus GBC2 a 

été préparée dans du bouillon Sabouraud (Equiprolab Algerie) puis 10mL de cette culture ont été 

transférés dans un Erlenmeyer contenant 990mL du même bouillon. L’incubation a été réalisée 

pendant 24h à 37°C, sous agitation à 120rpm dans un shaker (GFL type 3033, Allemagne). Après 

incubation, la biomasse produite a été récupérée par plusieurs centrifugations successives à 

5000rpm, suivies de lavage à l’eau physiologique afin d’éliminer toute trace résiduelle de milieu 

de culture. Le culot cellulaire obtenu a été récupéré, puis séché dans une étuve à 50°C. Une fois 

déshydratée, la poudre d’une masse de 1,9g a été conservée à 4°C en attendant son utilisation. 

IV.2. Optimisation par plan d’expériences 

Afin d'optimiser les paramètres influençant la biosynthèse des nanostructures d'argent, 

notamment la concentration en nitrate d'argent AgNO3, le pH du milieu réactionnel et la 

température d'incubation, une série de quinze (15) expériences (Tableau II) ont été établies à 

l’aide de la dixième édition du logiciel JMP (John’s Macintosh Project 10). Dans chacun des 

quinze réacteurs, une masse fixe de 0,1g de K. marxianus GBC2 a été introduite dans un volume 

de100mL d’eau distillée. Ces cultures ont été incubées pendant 24h à 37°C.  
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Pour déterminer l’optimum de la production des AgNPs synthétisées dans chaque expérience, 

l’activité antimicrobienne des quinze réacteurs à l’égard de E. coli (ATCC 25922), S. aureus 

(ATCC 25933)C. albicans (ATCC 10231) et B. subtilis (ATCC 6633) a été testée selon la 

méthode des puits décrite précédemment dans la section III (Evaluation de l’activité 

antimicrobienne des nanoparticules d’argent synthétisées), ainsi que l’activité antimicrobienne 

de trois témoins constitués respectivement de K. marxianus GBC2 (0,1 g incubé dans 100 mL 

d’eau distillée à 37 °C), d’une solution de nitrate d’argent (AgNO₃, 0,1 M) dans 100 mL d’eau 

distillée incubée à 60 °C, et d’une solution similaire incubée à 83 °Ca été évaluée. Les données 

relatives aux zones d’inhibition mesurées ont été analysées à l’aide du logiciel statistique selon un 

modèle de type Box-Behnken permettant d’identifier les paramètres expérimentaux optimaux pour 

la biosynthèse des nanoparticules désignées sous le nom de R12. 

Les données sont analysées à l'aide de la technique de régression multiple du modèle Box-

Behnken. Une équation polynomiale de second degré doit être appliquée pour ajuster les réponses 

des données expérimentales aux variables codées, comme suit : 

 

Avec : Y: fonction de réponse 

β0βiβii: constante polynomiale qui exprime l’effet moyen général 

βij: coefficients des effets linéaires, quadratiques. 

Xi X j ; représentent les variables codes indépendantes affectant la réponse  

Ce type de méthodologie permet de déterminer ; les erreurs de prévision, le coefficient de 

corrélation R2 et la probabilité p, en vue de caractériser la configuration optimale des AgNPs 

(Sivagnanam et al., 2017). 

Tableau II: Expériences d’optimisation des paramètres influençant la biosynthèse des nanostructures 

d’argent. 
Expérience Concentration d’AgNO3     pH Température °C 

1 0,1 3,5 37 

2 0,1 10,5 37 

3 0,05 7 37 

4 0,15 7 37 

5 0,05 3,5 60 

6 0,05 10,5 60 

7 0,15 3,5 60 

8 0,15 10,5 60 

9 0,1 7 60 

10 0,1 7 60 

11 0,1 7 60 

12 0,1 3,5 83 

13 0,1  10,5 83 

14 0,05 7 83 

15 0,15 7 83 



ChapitreⅡ                                                                                                     Matériel et Méthodes 

 

15 

 

V. Caractérisation des nanostructures d’argent 

Afin de caractériser les nanoparticules d’argent (AgNPs), deux méthodes ont été utilisées 

notamment la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourrier (FTIR) et l’UV-Vis. 

V.1. Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourrier FTIR 

La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) repose sur l’analyse de 

l’absorption et de la transmission du rayonnement infrarouge par un échantillon qui peut être 

liquide solide ou gazeux afin de déterminer les groupements fonctionnels présents dans les 

nanostructures d’argent (AgNPs) synthétisées. Des pastilles de bromure de potassium (KBr) ont 

été préparées en appliquant une pression de 10 kg/cm² pendant environ 30 s. Une pastille de KBr 

pur a servi de témoin pour la soustraction du bruit de fond. Un balayage spectroscopique compris 

entre les nombres d'onde 4000 et 400 cm−1a été effectué par spectrophotomètre (FTIR) de marque 

IRAffinity-1 (Shimadzu, Japan).  

V.2. Spectroscopique UV-Visible 

 La spectroscopie UV-visible constitue une méthode à la fois fiable et largement utilisée 

pour évaluer la synthèse et la stabilité des nanoparticules d’argent. Grâce à leurs propriétés 

optiques particulières, les AgNPs interagissent fortement avec certaines longueurs d’onde de la 

lumière (Bamal et al. 2021). Un balayage spectrophotométrique entre les longueurs d’onde de 

200 nm à 900 nm, a été effectué sur deux cuves en quartz contenant, respectivement, 2,5 mL de la 

solution K. marxianus GBC2 et 2,5 mL des nanostructures du réacteur R12 contre un blanc (eau 

distillée). 

VI. Evaluation de l’activité antioxydante 

Afin de déterminer les propriétés antioxydantes des nanostructures d’argent plusieurs tests ont 

été utilisés, notamment les tests Ferric reducing antioxidant power (FRAP), réduction d’oxide 

nitrique (NO●) et piégeage du radical libre d’acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique) (ABTS●+). Durant ces tests quatre échantillons ont été évalués quant à leur potentiel 

antioxydant, qui sont : 

• Suspension des nanostructures (R12) 

• Une solution de nitrate d’argentà 0,1 M (AgNO3) 

• Une suspension de K.marxianus GBC2 traitée à 83°C (K. marxianus M) 

• Une suspension vivante de K.marxianus GBC2 (K. marxianus V) 
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VI.1. Test ABTS 

Le test consiste à mettre en contact les quatre échantillons préalablement cités avec la solution 

de l’ABTS afin d’évaluer leur capacité antioxydante à réduire les radicaux libres de l’ABTS⁺ en 

ABTSˉ. Le protocole suivi est celui de (Boudjouan et al., 2022) avec modification. Pour cela une 

solution mère d ABTS a été préparée en mélangeant le même volume du réactif ABTS (7mM) et 

d`une solution de persulfate de potassium (2,4mM) sous agitation constante. La solution obtenue 

est stockée à l’abri de la lumière a température ambiante. Avant utilisation, la solution a été diluée 

à l’éthanol pour atteindre une absorbance de 0,700±0,02 à 734nm. 

Les échantillons ont été testés trois fois en mélangeant 100 µL de chaque échantillon avec 

1ml de la solution ABTS. Les témoins ont été comme le montre le Tableau V. Après 7 minutes 

d’incubation à températures ambiante, l’absorbance a été mesuré à 734nm et, le pourcentage 

d’inhibition a été calculé par la formule suivante : 

 

Abs: absorbance.  

Tableau III : Témoins réalisés pour le test ABTS 

Témoin Composition 

Témoins 100ul d’eau distillé et 1ml de solution ABTS 

Le blanc 100ul d’eau distillé et 1ml d’éthanol 

 

VI.2. Test FRAP 

Les quatre échantillons ont été testés pour évaluer leurs capacités à réduire les ions ferriques 

(Fe³⁺) en ions ferreux (Fe²⁺) en présence d’un réactif spécifique, qui est le TPTZ (2,4,6-tri(2-

pyridyl)-s-triazine) suivant le protocole établi par (Boudjouan et al., 2022). 

Ce protocole consiste à mélanger un volume de 50µL de chaque échantillon avec 950µL de la 

solution FRAP préalablement préparée. Cette dernière a été obtenue en mélangeant trois 

solutions:(une solution tampon d’acétate de sodium (C₂H₃NaO₂, Sigma-Aldrich ) à une 

concentration de 300mM dont le pH a été ajusté à 3,7;à 10mM avec du TPTZ dissout dans du HCl 

(40mM), plus une solution de FeCl3 6H2O (20mM)), avec (10 :1 :1) respectivement. Le mélange a 

été incubé pendant 30 min a l’obscurité puis centrifugé (MIKRO120 VELP SCIENTIFICA, Italie) 

pendant 1min à 14000rpm avant de mesurer l’absorbance à 593 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre (BIOTECH ENGINEERING MANAGMENT CO.LTD.(UK)). Toutes les 



ChapitreⅡ                                                                                                     Matériel et Méthodes 

 

17 

 

expériences ont été répétées cinq fois contre des témoins qui sont présentés dans le Tableau III. 

Les résultats ont été exprimés par rapport à une courbe d’étalonnage de TROLOX présentée dans 

l’annexe (A) 

Tableau IV: Témoins réalisés pour le tes FRAP 

Témoins Composition 

Blanc 

échantillon 

50µL de l’extrait et 950µL d’eau distillée 

Blanc commun 50µL d’eau distillée et 950µL de la solution FRAP 

 

VI.3. Test de réduction d’oxide nitrique (NO) 

Pour réaliser ce test, le protocole décrit par (Boudjouan et al., 2022), a été suivi, en mettant en 

contact un volume de 450µL de la solution SNP (nitroprussiate de sodium) préalablement 

préparée ;en dissolvant ce dernier dans du tampon phosphate (100mM, pH=7), avec 450µL 

d’extrait ; suivie d’une incubation pendant 60min sous lumière uniforme et 950µL du réactif 

Griess (0,15g sulfamide + 0,15g NED (N-( 1-naphtyl) éthylènediamine, dichloride) +15mL 

tampon phosphate) est ensuite rajoutés, le tout incubées a l’obscurité pendant 10min et 

l’absorbances des échantillons a été mesurée à 562nm en parallèle, des témoins ont été réalisés 

selon le Tableau IV et le pourcentage d’inhibition à été calculé par la formule suivante:  

 

Tableau V : Témoins réalisés pour le test NO 

Témoin Composition 

Blanc 

échantillon 

450µL d’extrait +450µL SNP +450µL tampon phosphate  

Témoin 450uL d’eau distille +450uL SNP+450 uL Griess 

Blanc 

commun 

450 µLSNP+450µL tampon phosphate 

 

VII. Activités biologiques 

VII.1. Evaluation de l’activité antibactérienne 

VII.1.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) avec et sans 

centrifugation de la solution des nanostructures d’argent 
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La détermination de la CMI des nanostructures d’argent a été réalisée selon la méthode de 

dilution en milieu liquide, adaptée au protocole proposé par Swebocki et al.,(2023) Une 

microplaque de 96 puits a été préalablement remplie avec 100µL du bouillon Tryptic Soy Broth 

(TSB)(Equiprolab,Algerie) auxquelsont été ajoutés 50µL de suspensions microbiennes 

correspondant aux souches suivantes E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25933), C. albicans 

(ATCC 10231) et B. subtilis (ATCC 6633) ajustées à une DO₆₃₀ comprise entre 0,08 et 0,1 suivant 

un plan de microplaque présenté dans l`Annexe (B). Parallèlement, à partir de la solution mère 

R12, une série de dilutions a été effectuée jusqu’à 1/256. Un volume de 50µL de ces dilutions a 

été ajouté à des puits bien déterminés selon un plan de microplaque établi auquel des témoins ont 

été additionnés. Ce test a été réalisé trois fois. Ensuite, les microplaques ont été incubées à 37°C 

pendant 24h, et une lecture des absorbances a été réalisée à l’aide d’un lecteur de microplaques à 

une DO₆₃₀ (BioTeck Instruments, Inc, USA). Les résultats des CMI ont été exprimés par un 

pourcentage d’inhibition selon la formule suivante : 

 

Avec: 

Abs cible : moyenne des absorbances de la cible 

Abs test : moyenne des absorbances du test 

Abs témoin test : moyenne des absorbances des témoins test 

En plus, de la détermination de la CMI sur milieu liquide, cette dernière a été évaluée par la 

méthode des puits précédemment décrite dans la section III (Evaluation de l’activité 

antimicrobienne des nanoparticules d’argent synthétisées). 

La CMI des nanoparticules colloïdales récupérées par centrifugation à 5600 rpm pendant 5min 

à température ambiante a été déterminée par les deux méthodes détaillées plus haut : la méthode 

des puits et la méthode de dilution en milieu liquide sur microplaque à 96 puits. 

VII.1.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB 

Dans le but de déterminer la CMB des nanostructures d'argent, le protocole décrit par 

Swebocki et al.,(2023) a été adapté et modifié en fonction des conditions expérimentales 

spécifiques de cette étude. Une microplaque de 96 puits a été préalablement remplie avec 100µL 

du bouillon TSB auxquels ont été ajoutés 50µL de suspensions microbiennes correspondant aux 

souches cibles, E. coli (ATCC 25922), S .aureus (ATCC 25933), C. albicans (ATCC 10231) et B. 

subtilis (ATCC 6633) ajustées à une DO630 comprise entre 0,08 et 0,1 suivant un plan de 

microplaque présenté dans l`Annexe (C). Ultérieurement, les microplaques ont été incubées à 

37°C/24h. Après incubation, un volume de 50µL de la suspension R12 et de ses dilutions allant à 
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1/256 a été ajouté aux puits selon un plan de microplaque établi auquel des témoins ont été 

additionnés. Ce test a été réalisé trois fois. Par la suite, les microplaques ont été incubées à 37°C 

pendant 2 et 6h. À l’issue de l’incubation, le contenu de chaque puits a été ensemencé en masse 

sur gélose nutritive à raison de deux boites de Pétri par puits et incubées pendant 24 à 48h à 37°C. 

Après incubation la CMB a été déterminée comme étant la dernière dilution qui présente une 

inhibition de la cible à 100%. 

 

VII.2. Détermination de l’activité anti-biofilm 

L’activité anti-biofilm des nanostructures d’argent a été testée à l’égard des cibles pathogènes  

E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25933), C. albicans (ATCC 10231) et B. subtilis (ATCC 

6633), dans une microplaque de 96 puits, selon la méthode décrite par Ait Ouali et al.,(2014). 

Dans un premier temps, un volume de 50µL des différentes souches cibles, d’une DO₆₃₀ située 

entre0,08 et 0,1, a été rajouté à un volume 100µL de TSB stérile, suivi de l’ajout de 50µL de R12 

et de ses dilutions successives jusqu’au facteur 1/256. 

La microplaque a été ensuite incubée à 37°C pendant 24h. A l’issu de l’incubation, le milieu 

de culture a été éliminé et les puits ont été lavés deux fois avec un volume de 200 µL d’eau 

physiologique (9g de NaCl/L) afin d’éliminer les cellules non adhérentes ainsi toute trace du 

milieu de culture. Ensuite, 200µL d’éthanol à 95% ont été rajoutés pour mieux fixer les cellules 

adhérentes, suivi d’une agitation à 140rpm pendant 10 min sur un agitateur microplaque (Heidolph 

VIBRAMAX 100, Allemagne). Une fois le temps écoulé, la microplaque a été séchée à l’étuve 

afin d’évaporer l’éthanol résiduel. En vue d’effectuer la coloration des cellules fixées, un volume 

de 100µL du cristal violet à 0,1% a été ajouté dans chaque puits, ainsi une agitation a été réalisée 

dans les mêmes conditions. Après l’élimination du colorant deux lavages avec l’eau physiologique 

ont été effectués. Ensuite, le colorant a été solubilisé par l’ajout d’un volume de 200µL d’éthanol, 

et la microplaque a été soumise à une agitation. La lecture a été effectuée à l’aide d’un lecteur de 

microplaques a une longueur d’onde de 630nm. L’adhésion des souches a été classée en quatre 

catégories suivant la classification de Stepanovic et al. (2000). En considérant l'absorbance du 

bouillon TSB stérile comme témoin (Ac) et l’absorbance de l’échantillon (A), les interprétations 

suivantes ont servi tout au long de cette expérience : A ≤ Ac, non adhérent (non producteur de 

biofilm) ; 2Ac ≥ A >Ac, faiblement adhérent (faible producteur de biofilm) ; 4Ac ≥ A > 2Ac, 

modérément adhérent (producteur de biofilm modéré) ; et fortement adhérent (fort producteur de 

biofilm), A > 4Ac. 

VII.3. Test antidiabétique de l’enzyme Alpha amylase. 



ChapitreⅡ                                                                                                     Matériel et Méthodes 

 

20 

 

 Le centre d’intérêt actuel des médicaments anti hyperglycémiant se tourne vers l’inhibition 

des enzymes intestinales telle que l’α-amylase; ce qui permettrait de réduire l’élévation du taux de 

glucose dans le sang (Wahab, Bhatti, et John 2022).Le test de l’alpha-amylase a pour but 

d’évaluer l’activité antidiabétique potentielle des échantillons, en mesurant leur capacité à inhiber 

l’enzyme alpha-amylase et pour cela le protocole décrit par (Barache et al. 2024) a été suivi. 

Tout d’abord un volume de 200µL de chaque échantillon a été mélangés avec 200µL d’une 

solution  d’amidon préparée en dissolvant 0,25g de ce dernier dans 25 ml de tampon phosphate  à 

(0,02M, pH 6,9),le mélange a été incubée pendant 10 min à 37°C à l`obscurité .Ensuite 200uL de 

l’ -amylase (1mg/mL) a été ajouté à la solution suivis d’une autre incubation dans les mêmes 

conditions .Après réaction, 400uL du réactif DNS (1%, m/v) a été ajouté et le mélange a été 

incubé au bain marie (BENSEN Spain)pendant 5 min a 100°Cafin d’arrêté la réaction 

enzymatique en parallèle, des témoins ont été réalisés dans les mêmes conditions expérimentales 

et décris dans le Tableau VI. 

Tableau VI : Témoins réalisés pour le test d’activité antidiabétique 

Témoin Composition 

Positif (Acarbose) 200 µL d’acarbose +200 µLα-amylase à 0,5mg/mL+400 µL DNS 

Blanc échantillon 200 µL extrais +200 µL tampons phosphate pH de 6,9 +400 µLDNS, 

Blanc commun 400 µL eau distillée +200 µL amidon à 0,1% +200 µL DNS 

Témoin 200 µL tampon +200 µL amidon à 0,1% +200 µL α-amylase à 0,5mg/mL +400 DNS 

Avant la mesure de l’absorbance, une dilution des échantillons a été effectuée en mélangeant 

200µL de chaque solution avec 800µl d’eau distillée, suivie d’une centrifugation pendant 1 min 

à14000 rpm. L’absorbance finale a été mesurée à 440nm et le pourcentage d’inhibition a été 

calculé selon la formule suivante : 
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Resultas et discussion 

I. Résultat de la standardisation des levures 

Dans le but de standardiser les suspensions lovériennes utilisées pour la biosynthèse, les 

valeurs d’absorbance des différentes dilutions décimales ont été présentées dans le tableau VII. 

Tableau VII: Résultats d’absorbance à la DO630 des souches S. cerevisiae F6, K. marxianusGBC2. 

La souche Solution mère (SM)  10-1 10-2 10-3 

S. cerevisiae F6 1.350 0.234 0.066 0.061 

K. marxianus GBC2 1.072 0.312 0.077 0.064 

Les boites ensemencées ont été dénombrées et les résultats ont été présentés dans le tableau 

VIII D’après le dénombrement des boites retenues, la charge des levures est de 2,8. 10⁷ et 8,45. 

10⁷ UFC/mL pour S. cerevisiaeF6 et K. marxianus GBC2 respectivement. 

Tableau VIII: Résultats du dénombrement réalisé pour S. cerevisiae F6, K. marxianusGBC2. 

Souche S. cerevisiae F6 K. marxianus GBC2 

Boite 1 2 1 2 

10-1 IND IND IND IND 

10-4 IND IND IND IND 

10-6 29 27 98 71 

IND: indénombrable  

II. Activité antimicrobienne des nanostructures d’argent synthétisées par S. 

cerevisiae F6 et K. marxianus GBC2 en milieux BN, ED et EP 

Les nanostructures d'argent synthétisées dans les milieux BN, EP et ED par S. cerevisiae F6 et 

K. marxianusGBC2 ont montrées une activité antimicrobienne contre E. coli (ATCC25922), S. 

aureus (ATCC25933) et C. albicans (ATCC 10231), elle est mise en évidence par l’apparition de 

zones d’inhibition autour des puits. En revanche, S. cerevisiae F6 et K. marxianus GBC2 n’ont 

montrées aucune activité contre les trois souches cibles, comme le montre la (figure 5) et les 

résultats de la survie des levures productrices de nanostructures d’argent ont été négatifs pour les 

différents intervalles de temps (24/48 et 72h) et milieu de culture (BN/EP/ED).
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Figure 5 : Résultat de l’activité antimicrobienne des nanostructures d’argent synthétisées par S. cerevisiae 

F6 et K. marxianus GBC2dans l’ED à 72h, tel que : (a et d : E. coli (ATCC25922)), (b et e : S. aureus 

(ATCC25933)) et (c et f: C. albicans (ATCC 10231)). 

Les résultats des mesures des zones d’inhibition sont regroupés dans l’annexe (D). Les 

nanostructures synthétisées par S. cerevisiae F6 dans les milieux de cultures BN et EP pour les 

trois intervalles de temps montrent une activité antimicrobienne modérée contre E. coli (ATCC 

25922) (diamètre des zones d’inhibition entre 11 et 14 mm), S. aureus (ATCC 25933) et C. albicans 

(ATCC 10231) avec une légère différence par rapport aux témoins EP et BN, suggérant un effet 

similaire à celui de ces derniers. En revanche, pour toutes les cibles il n’y a aucune activité 

inhibitrice du témoin ED, ce qui confirme que toute inhibition observée en condition "test" est due 

aux nanostructures biosynthétisées. 

Les nanostructures d’argent synthétisées dans le BN et l’EP par K. marxianus GBC2 dans les 

trois intervalles de temps ont une activité équivalente à celle des témoins correspondant contre les 

trois cibles E. Coli (ATCC 25922) (diamètre des zones d’inhibition entre 12 et 13 mm), S. aureus 

(ATCC 25933) et C. albicans (ATCC 10231). L’activité des deux témoins est due à leur 

composition chimique, pour le bouillon nutritif (BN) ce sont les sucres réducteurs qui réduisent les  

ions d’argent (Ag+) en argent métallique (Ag0)qui sont stables dans le temps et connus pour leurs 

propriétés antimicrobiennes (Durmazel et al., 2019). 
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En ce qui concerne l’eau physiologique (EP), bien qu’elle ne contienne pas d’agents 

réducteurs à proprement dit, sa faible teneur en chlorure de sodium (NaCl) peut interagir avec les 

ions d’argent (Ag⁺) pour former du chlorure d’argent (AgCl), une réaction limitée par le Cl- (en 

raison du phénomène de saturation) ce qui implique qu’une partie des ions d’argent (Ag⁺) reste 

libre dans le milieu reconnue pour leur activité antimicrobienne (Pernas-Pleite et al., 2025a). 

Néanmoins dans l’ED l’activité est meilleure (diamètres des zones d’inhibition entre 12 et 19 

mm) par rapport a son témoin correspondant qui ne présente aucune activité. Cette absence 

d’activité est probablement liée à la composition de l’eau distillée qui lors de son auto-ionisation 

spontanée donne des ions hydronium H3O
+ et hydroxyde OH- qui interagissent avec les ions Ag+ 

pour former des AgOH qui ne présentent pas d’activité antimicrobienne (Ali et al., 2025). 

Les résultats obtenus indiquent que C. albicans (ATCC 10231) présente une sensibilité plus 

élevée aux nanostructures synthétisées par les deux levures S. cerevisiae F6 et K. 

marxianusGBC2, comme en témoignent les diamètres des zones d’inhibition (13mm jusqu’à 

24mm), qui sont supérieurs à ceux observés pour les autres cibles testées. Les zones obtenues sont 

proches de celles décrites dans l’étude de Kim et al. (2015) où une biosynthèse efficace et 

extracellulaire de nanoparticules d’argent ont été testées contre plusieurs pathogènes y compris C. 

albicans et les zones d’inhibition obtenues ont un diamètre de 24±1.4mm. 

En comparant entre les résultats d’inhibition des tests et témoins issus de la biosynthèse des 

nanostructures d’argent par S. cerevisiae F6 et K. marxianus GBC2, on constate que cette dernière 

montre une activité antimicrobienne plus importante et meilleure pour toutes les cibles. 

D’après les résultats des différents intervalles de temps d’incubation établis lors de la 

biosynthèse des nanostructures d’argent, aucune amélioration de l’activité antimicrobienne n’a été 

mise en évidence, pour cela un temps de 24h a été choisi pour la biosynthèse comme il a été aussi 

choisi dans l’étude faite par (A. Mohamed, Zahran, et El-Rafie 2017)lors de la biosynthèse de 

nanoparticules d’argent (AgNPs) en utilisant Saccharomyces cerevisiae afin d’obtenir une solution 

d’AgNPs stable.
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III. Résultats d’optimisation des paramètres de biosynthèse des nanostructures d'argent 

Les diamètres des zones d’inhibition ont été mesurés et insérés dans le logiciel et les résultats 

sont présentés dans le tableau IX. 

Tableau IX: Diamètres des zones d’inhibition des 15 expériences réalisées. (Config : Configuration, mm : 

diamètre des zones d’inhibition) 

Config [AgNO3] (M) pH 
T 

(°C) 
E. coli 

(mm) 
S. aureus 

(mm) 
C. albicans 

(mm) 
B. subtilis 

(mm) 

−  − 0 0,05 3,5 60 14,9 14,5 27 16,2 

− +  0 0,05 10,5 60 14,25 14,87 25,9 18,8 

+ − 0 0,15 3,5 60 13,8 13,4 28,8 13,5 

0 0,15 10,5 60 14,65 14,05 27,3 16,6 

0 − − 0,1 3,5 37 14,85 14,68 26,9 16,4 

0−  + 0,1 3,5 83 16,2 16,7 27,26 16,4 

0 + − 0,1 10,5 37 14,75 14,75 25,7 17,4 

0 + + 0,1 10,5 83 15,45 15,45 25,9 17,1 

− 0 − 0,05 7 37 13,85 14,4 26 16,6 

+ 0 − 0,15 7 37 12,92 12,59 29,01 13,9 

− 0 + 0,05 7 83 15,1 14,95 29,75 16,2 

+ 0 + 0,15 7 83 14,9 14,65 25,3 16,75 

0 0,1 7 60 14,9 13,75 29,25 10,9 

0 0,1 7 60 14,25 14,15 28,3 11,85 

0 0,1 7 60 14,5 13,75 29,2 11,1 

 

La méthode Box-Behnken Design a permis de déterminer les conditions optimales de 

synthèse des nanoparticules d`argent. Le tableau X présente les résultats de l’analyse de la 

variance indiquant que le modèle de régression quadratique est statistiquement significatif. 

Tableau X : résultats de l’analyse de la variance 

Source 
Degrés de 

liberté 

Somme des 

carrés 

Carré des 

moyennes 
Rapport F 

Modèle 9 7,6150650 0,846118 7,6923 

Résidus 5 0,5499750 0,109995 Prob. > F 

Total 14 8,1650400  0,0185* 

*: résultat significatif (P˂0,05) 
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Le model est considéré comme significatif lorsque la valeur de Prob>F est inférieure à 0,0185 

pour les quatre souches cibles. La valeur F du modèle (7,6923) pour le diamètre des zones 

d`inhibitions indique une forte signification statistique. Ainsi la valeur de R2 prédite pour chaque 

souche est supérieure à 0,90 comme représentée dans la Figure 6, et de R2 0,9737 figuré dans le 

tableau XI sont proches de 1 ce qui montre un bon ajustement du model aux données 

expérimentales. Le profileur de prévision présenté dans la Figure 6 qui conclue qu’une 

concentration d’AgNO3 à 0,1M, un pH de 3,5 et une température d’incubation de 83°Csont les 

paramètres les plus adéquats pour la biosynthèse des nanoparticules d’argent. 

Tableau XI: Résultat du défaut d'ajustement 

Source Degrés de 

liberté 

Somme des 

carrés 

Carré des 

moyennes 

Rapport F 

Défaut d'ajustement 3 0,33497500 0,111658 1,0387 

Erreur pure 2 0,21500000 0,107500 Prob. > F 

0,5247 

 Erreur totale 5 0,54997500 R2 0,9737 

 

 

Figure 6: Graphique de validation du model statistique par Box Bhenken des diamètresd’inhibition des 

souches pathogènes (a:E . coli, b : S. aureus, c : C. albicans , d :B. subtilis) 

Les nanostructures synthétisées à partir des paramètres optimaux ont été séchées et pesées afin de 

déterminer le rendement de la biosynthèse qui est estimé à 98%.



ChapitreⅡI                                                                                                      Résultat et Discussion 

 

 

26 

 

Caractérisation physico-chimique des nanostructures d’argent 

III.1. Analyse des spectres FTIR 

L’analyse des spectres infrarouges des nanostructures d’argent (R12) et la poudre de la 

soucheK. marxianus GBC2 déshydratée seule (Km) (figure 7), a permis l`identification des 

groupements fonctionnels présents. L’indexation des bandes est établie sur la base des travaux de 

Pereyra et al. (2025). Une bande centrée autour de 3600 cm-1 qui correspond aux vibrations des 

liaisons hydroxyles (-OH) a été observée. Un large pic est présent, pour l’échantillon K. 

marxianus GBC2 (Km), vers 3500 cm-1 caractéristique aux composés hétérocycliques tels que les 

protéines (Othman et al., 2019). Ce qui représente la présence des groupements amine (NH). Ce 

dernier est moins intense pour la solution (AgNPS-K. marxianus GBC2), ce qui est peut-être dû à 

l’établissement de liaisons entre ces groupements avec les nanoparticules d’argent afin de les 

encapsuler et les stabiliser. Selon Punjabi et al., (2017), les protéines possèdent une capacité plus 

forte de liaison avec les métaux, suggérant ainsi qu’elles pourraient probablement recouvrir les 

nanoparticules afin d’éviter leur agglomération et, par conséquent, les stabiliser. Une bande 

d’enivrons 2800 cm -1 pour la levure K. marxianus GBC2, caractéristique des groupements 

méthylène (CH2) indiquant la présence des chaines carboné probablement issues des sucres. En 

revanche, cette bande est atténuée dans le spectre des AgNPs, ce qui est probablement dû à la 

participation des sucres dans la réduction des nanoparticules d’argent (Durmazel et al. 2019). 

Deux bandes intenses observées à 1600 cm -1 et 1500 cm -1 correspondent principalement aux 

vibrations des groupements Amide Ⅰ (C=O) et Amide Ⅱ (C-N). Ces résultats sont en adéquation 

avec les travaux de(EL-Zawawy et al. 2023a), qui confirme la présence de la chitine et des 

peptides. Néanmoins ces deux bandes sont réduites en intensité qui est probablement due à 

l’implication de la chitine dans l’encapsulation des nanoparticules d’argent. Une autre bonde nette 

à 1400 cm -1 typique aux liaisons (C-H) présente dans les deux spectres qui font référence aux 

lipides. Le pic autour de 1200 cm -1 dans la courbe de K. marxianus GBC2 correspond aux 

vibrations des groupements éthers (C-O-C) typiques aux polysaccharides. Par contre cette bande a 

été atténuée dans le spectre correspondant à AgNPs-K. marxianus GBC2, cette atténuation est 

peut-être explicable par le phénomène de convolution des deux bandes correspondant aux (C-O-C) 

et(C-H)(Dzhagan et al. 2022).La dernière bande autour de 1000 cm -1 représentative des 

groupements hydroxyle (C-OH), propre aux molécules d’eau qui sont présentes dans les spectres, 

mais elles sont moins intenses dans la solution des nanostructures. 
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Figure 7: Spectre infrarouge de K. marxianus GBC2 (km) et la suspension des nanostructures (AgNPs K. 

marxianus GBC2) 

III.2. Analyse des spectres UV-Visible 

Les résultats de l’analyse UV-visible présentée dans la Figure 8fournissent des informations 

cruciales sur la biosynthèse des nanoparticules d’argent à partir de K. marxianus GBC2. 

La courbe correspondante à l’échantillon (K.m) présente une absorption maximale à 294nm 

typique aux acides aminés aromatique (Fohely et Suardi 2018).En revanche, la courbe de la 

solution des nanostructures d’argent (R12) montre une bande d’absorption à 415nm au lieu de 

420nm ce qui est caractéristique de la résonnance plasmonique de surface des nanoparticules 

d’argent ce qui est rapportée par EL-Zawawy et al. (2023), ce déplacement vers les basses 

longueurs d’ondes également appelé (Blue shift), traduisant une diminution significative de la 

taille des nanostructures d’argent.Ce décalage spectral indique que les nanostructures formées sont 

de très petite taille ce qui modifie leurs propriétés optiques (Mogensen et Kneipp., 2014).Ainsi 

une caractérisation par UV-visible des AgNPs synthétisées par K. marxianus GBC2 a été réalisée 

par Ashour (2014) qui a mis en évidence un pic intense entre 400 et 430nm ,ce qui confirme la 

réussite de la biosynthèse des nanoparticule d’argent. Un décalage de la bande de 294 nm vers 
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350nm a été observé qui peut être due aux interactions entres les protéines avec les AgNPs afin de 

les stabiliser (Punjabi et al.2017) 

Figure 8: Analyses spectroscopiques UV-visible de K. marxianus GBC2 (km) et la suspension des 

nanostructures d’argent (AgNPs Km) 

IV. Evaluation de l’activité antioxydante 

IV.1. Test ABTS 

Afin d’évaluer le potentiel antioxydant des nanostructures le test ABTS a été réalisé, cette 

méthode repose sur la génération d’un radical ABTS+ par le persulfate de potassium,(Bedlovičová 

et al., 2020).Les résultats sont regroupés dans le tableau XII 

Tableau XII: Résultats des tests d’inhibition du radical ABTS 

Echantillon  % R12 %K. m v % K. m .m AgNO3 

% d`inhibition 60,99±0,68 0,53±2,91 17,98±4,37 0±1,22 

 

Les résultats montrent que le radical ABTS+ a été inhibé de façon significative par les 

nanostructures envirent de 61%, ainsi qu’une inhibition modérée par K. marxianus GBC2 traitée 

avec un pourcentage d’inhibition de 38%. Par contre l AgNO3 et K. marxianus vivante ne présente 

aucune activité inhibitrice de radical ABTS+. Par ailleurs des études ont montrées que l’activité 
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antioxydante des nanoparticules d’argent est dû à la présence de groupements fonctionnels tel que 

les groupements hydroxyle (OH-) qui sont capables de donner des électrons au radicaux libre 

comme l ABTS+, conduisant ainsi à un phénomène de piégeage (scavenging) (Moosavyet al. 

2023).La présence de ces groupements hydroxyle a été confirmée par l’analyse infrarouge dont 

l’interaction des (OH) présents dans la biomasse de K. marxianus GBC2 avec les nanoparticules 

d’argent a augmenté l’activité antioxydante de ces dernières. 

IV.2. Test FRAP 

Les résultats représentés dans Le tableau XIII met en évidence la capacité des échantillons à 

réduire les ions ferriques (Fe3+)en ions ferreux(Fe2+).Il a été observé que le nitrate d’argent AgNO3 

seul et les cellules mortes de K.marxianusGBC2 présentent une faible activité antioxydante (1,260 

mg E T /g AgNO3 ; 2,724 mg E T /gK.m) respectivement cependant lorsque ces deux composants 

sont combinées lors du processus de biosynthèse menant à la solution  des nanostructures (R12) 

,une augmentation  significative de l’activité antioxydante a été enregistrée avec une valeur de 

(27,64 mg E T /gK.m). 

Tableau XIII : Résultats des concentrations des échantillons en équivalent TROLOX pour test de FRAP 

Echantillon R12 K. m V K. m .M AgNO3 

Concentration 27,64±2,27 0,001±0,00 2,724±0,420 1,260±0,130 

IV.3. Test de NO 

Les résultats de l’oxyde nitrique (NO) des quatre échantillons ont été représentés dans le 

tableau XIV. En analysant les valeurs, le nitrate d’argent n’a aucune activité inhibitrice suggérant 

qu’il n’inhibe pas le NO seul dans ces conditions. En présence de K. marxianus morte (K. m M) et 

vivante (K. m V) dans l’échantillon testé, une activité modérée (28 à 35%) a été présentée. En 

revanche le R12 a montré un taux d’inhibition élevé, avoisinant 58% indiquant une forte activité 

antioxydante à l’égard du NO. 

Tableau XIV : Moyenne d’inhibition de l’oxyde nitrique par les échantillons testés, K. marxianus V ; K. 

marxianus M ; R12 ET AgNO3 

Echantillon R12 K. m V Km .M AgNO3 

% d`inhibition 58,00±2,29 35,34±0,67 28,10±1,16 0,00±0,00 
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V. Résultats des activités biologiques 

V.1. Activité antimicrobienne 

V.1.1. Concentration minimale inhibitrice CMI 

➢ Sans centrifugation  

Les pourcentages d’inhibition de la croissance des cibles E. coli, (ATCC25922), S. aureus 

(ATCC 25933), C. albicans (ATCC 10231) et B. subtilis (ATCC 6633) ont été calculés d’après les 

résultats obtenus de la lecture des microplaques réalisées pour les quatre cibles pathogènes et sont 

présentés dans le tableau suivant. 

Tableau XV: Les pourcentages d’inhibition de la croissance des cibles pathogènes par les nanostructures 

d’argent. 

Suspension testée % d’inhibition E. 

coli 

(ATCC25922) 

% d’inhibition S. 

aureus (ATCC 

25933) 

% d’inhibition C. 

albicans (ATCC 

10231) 

% d’inhibition B. 

subtilis (ATCC 

6633) 

Solution mère 100% 100% 100% 100% 

½ 100% 100% 100% 100% 

¼ 100% 100% 100,00% 100% 

1/8 100% 100% 100,00% 99,78% 

1/16 100% 100% 100,00% 99,52% 

1/ 32 100% 100% 100,00% 99,66% 

1/64 99% 100% 81,01% 87,59% 

1/128 95% 95,27% 75,24% 83,98% 

1/256 72% 94,63% 7,73% 83,90% 

K. marxianus 

GBC2 

0% 0% 0% 0% 
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Les pourcentages présentés dans le tableau précédent ont été représentés par des 

histogrammes dans la figure 9. 

 

Figure 9 : Histogrammes représentant le pourcentage d’inhibition des cibles (a) C. albicans (b)E. coli(c) S. 

aureus (d) B. subtilis par les nanostructures d’argent issue de K. marxianus. GBC2. 

Les histogrammes ci-dessus présentent le pourcentage d’inhibition des quatre cibles 

pathogènes testées issus du test des microdilutions sur microplaque. L’interprétation de ces 

résultats révèlent que les souches Candida albicans, Escherichia coli et Bacillus subtilis ont 

présentées une CMI, estimée à 0,531mg/ml (correspond à une dilution de 1/32), traduisant une 

sensibilité élevée au traitement par les nanostructures d’argent, en revanche Staphylococcus 

aureus a montré une CMI plus faible de 0,266mg/ml (correspond à une dilution de 1/64) selon ces 

résultats S. aureus présente une sensibilité accrue aux nanoparticules d’argent par rapport a E. coli 

qui peut s’expliquer par sa structure membranaire au tant qu`un Gram positif  qui est plus 

accessible en raison de l’absence d’une couche externe qui facilite  l’interaction et la perturbation 

de la membrane par les nanoparticules d’argent (Quinteros et al., 2018).Par contre E. coli qui est 

un gram négatif présente une couche externe de lipopolysaccharides (LPS) qui agissent comme 

une barrière sélective réduisant ainsi l`adhésion des nanoparticules sur la membrane (Ansari et 

al., 2014). 
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Les résultats de la microplaque ont été appuyés par le test de puits dans la Figure 10 où la 

CMI a été déterminée à 2,125mg/ml (correspond à une dilution de 1/8) pour E. coli et C. 

albicanset à 1,0625mg/ml (correspond à une dilution de 1/16) pour S. aureus et c’est ce qui a été 

confirmé par Parvekar et al. (2020) où les nanoparticules d’argent ont des effets bactéricides 

potentiels contre S. aureus à une concentration de 0,625 mg/ml. La variation de concentration 

entre la méthode de microdilutions sur microplaque et le test des puits s’explique par un facteur de 

dilution (×1/4). 

 
Figure 10: Activité antimicrobienne inhibitrice des nanostructures d’argents réalisée par test de puits 

contre S. aureus, E. coli et C. albicans(a et b: E. coli, c et d : S. aureus, e et f: C. albicans) 

➢  Avec centrifugation 

Les résultats de la CMI obtenus des microplaques de cibles E. coli, S. aureus, C. albicans et 

B. subtilis (ATCC6633) traitées avec le surnageant de la solution mère des nanostructures d’argent 

et ses dilutions sont présentés dans le tableau suivant : 

Tableau XVI : Les pourcentages d’inhibition de la croissance des cibles E. coli (ATCC25922), S. aureus 

(ATCC 25933) et C. albicans (ATCC 10231) par les nanoparticules d’argent colloïdales. 

Suspension testée % d’inhibition E. 

coli 
% d’inhibition S. 

aureus 
% d’inhibition C. 

albicans 
Solution mère 92% 98,59% 

29,65% 
½ 91% 98,27% 

25,43% 
¼ 67% 89,45% 

23,45% 
1/8 33% 21,97% 

10,72% 
1/16 32% 18,91% 

7,79% 
1/ 32 22% 19,01% 

0,00% 
1/64 9% 1,01% 

0,00% 
1/128 0,00% 

0,00% 0,00% 
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1/256 0,00% 
0,00% 0,00% 

K. marxianus 1,6297 1,7133 0,604 

% d’inhibition 

par K. marxianus 
0% 0 % 0% 

Les pourcentages présentés dans le tableau précédent ont été représentés par des 

histogrammes dans la Figure 11: 

 

Figure 11 : Histogrammes représentant le pourcentage d’inhibition des cibles (a) E. coli (ATCC25922), (b) 

S. aureus (ATCC 25933), (c) C. albicans (ATCC 10231) par les nanoparticules d’argent issue du 

surnageant de K. marxianus. GBC2. 

L’analyse de cette figure montre que l’activité antimicrobienne est plus importante à l’égard 

d’E. coli (ATCC25922) et S. aureus (ATCC 25933) avec un pourcentage d’inhibition par la 

suspension mère de 92% et 98,59% respectivement, en les comparants a celui de C. albicans 

(ATCC 10231) qui est de 29,65%. Cette activité antimicrobienne est peut-être attribuée aux 

nanoparticules d’argent colloïdales présentes dans le surnageant de R12. En revanche, l’activité 

issue des tests effectués avec la suspension homogène du R12 semble résulter de l’effet des 

nanostructures d’argent formées notamment les nanocomposites AgNPs-K. marxianus en 

suspension. 

V.1.2. Concentration minimale bactéricide (CMB) des nanostructures et des nanoparticules 

colloïdales d’argent  

Concernant les nanoparticules d’argent colloïdales récupérées par centrifugation, aucune 

concentration n’a présenté d’effet bactéricide. En revanche, la détermination de la CMB des 

nanostructures d’argent issues du R12 sans centrifugation a révélé des valeurs comprises entre 
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0,26 et 4,18 mg/mL, correspondant respectivement aux dilutions 1/64 et 1/4. En effet, La CMB a 

été atteinte après 6 heures d’exposition pour les deux souches cibles, S. aureus (ATCC 25933) et 

E. coli (ATCC 25922). Alors que, C. albicans (ATCC 10231) s’est révélée plus résistante, 

nécessitant des concentrations plus élevées de 2,09 et 4,18 mg/mL pour une élimination après 6 

heures et 2 heures de contact, respectivement. Plusieurs études ont été réalisées sur l’activité 

antibactérienne des nanostructures d’argent notamment les nanocomposites à l’égard d’E. coli tel 

que celle de Pernas-Pleite et al., (2025b) qui a révélé une activité à une concentration de 0,63 

jusqu’à 1,13 µg/mL.  

Une différence de sensibilité est à souligner entre les bactéries (Gram positif et négatif) et les 

levures. La résistance de C. albicans (ATCC 10231) à l’égard des nanostructures d’argent est 

probablement due à l’épaisseur et la composition de sa paroi, principalement par présence du 

glucane, glucose, chitine et d’une couche externe de mannoprotéines fortement glycosylées, 

limitant la perméabilité aux molécules externes (Lipke et Ovalle 1998). 

V.2. Activité anti-biofilm des nanostructures d’argent 

En premier lieu la capacité de formation de biofilm par les souches cibles pathogènes a été 

évaluée, et les résultats d’adhésion sur microplaque 96 puits ont été présentés dans la Figure 9, et 

les valeurs d’absorbance à 630nm varient de la plus élevée (1,204 pour S. aureus ATCC 25933) à 

la plus faible (0,385 pour E. coli 25922). 

Ce test a révélé que les souches S. aureus ATCC 25933 et C. albicans ATCC 10231 

possèdent le potentiel d’adhésion le plus élevé, les classant comme étant fortement adhérentes 

selon la classification établie par Stepanović et al. (2000), suivie par les souches B. subtilis ATCC 

6633 et E. coli 25922 qui sont classées comme étant modérément adhérentes. Ces résultats 

concordent avec ceux rapportés par Barache et al. (2020) qui ont observé une absorbance de 

0,366 pour E. coli 8739 et de 1,368 pour S. aureus 2S6, indiquant respectivement un potentiel 

modéré et élevé d’adhésion. 
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Figure 12:Caractérisation de l’adhésion des souches pathogènes sur microplaque en polystyrène de 96 

puits 

Toutefois, la capacité de formation de biofilm de ces souches pathogènes a été complètement 

inhibée par l’application de différentes concentrations de nanostructures d’argent, allant de 6,52 à 

52 µg/mL. L’inhibition du biofilm formé par S. aureus ATCC 25933 a nécessité l’utilisation de la 

concentration la plus élevée qu’est de 52 µg/mL, alors qu’une concentration de 26 µg/mL a été 

nécessaire pour éliminer l’adhésion de C. albicans ATCC 10231. Cependant, de faibles 

concentrations de 13 et 6,52 µg/mL ont été enregistrées respectivement pour l’inhibition du 

biofilm formé par B. subtilis ATCC 6633 et E. coli 25922. 

En comparant nos résultats à ceux rapportés par Shaaban et al. (2024) qui ont étudié la 

biosynthèse des nanoparticules d’argent par le surnageant de culture de Streptomyces 

enissocaesilis BS1, des taux d’inhibition de 34,75 et 39,08% ont été enregistrés respectivement à 

l’égard de E. coli ATCC 8739et de S. aureus ATCC 6598 en utilisant une concentration de l’ordre 

de 5000 µg/mL, qu’est nettement plus élevée et moins efficace par apport aux concentrations 

rapportées dans notre étude. Cet écart peut être justifié par le choix de la souche et l’utilisation des 

cellules ou bien du surnageant.  

Les biofilms microbiens représentent un défi de taille dans plusieurs secteurs, notamment 

industriel et hospitalier, en constituant un problème de santé publique. Cette conformation en 

communauté microbienne confère aux microorganismes une résistance accrue à l’égard des 

traitements, en particulier les antibiotiques (Rather et al., 2021). L’utilisation des nanostructures 

d’argent a révélé une efficacité notable même à de faibles concentrations, particulièrement par le 

biais de plusieurs mécanismes d’inhibition, dont cette facilité à traverser et à diffuser à travers la 
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matrice du biofilm qui joue le rôle d’une barrière physique, ce qui permet aux nanostructures par 

leur petite taille d’atteindre leur cible dans la profondeur de la structure du biofilm (Hussein et 

Khadum 2021). 

V.3. Test antidiabétique de l’enzyme alpha-amylase 

Les résultats du test de l’alpha-amylase exprimés en pourcentages d’inhibition sont regroupés 

dans le tableau XV. 

Tableau XVII: Pourcentages d’inhibition de l’enzyme alpha-amylase 

Echantillon AgNO3 K. m V K. m M R12 Acarbose 

Moyen % D'inhibition 31,04±2,0798 31,87±1,4901 34,57±1,9574 95,39±1,1193 95,65±4,0137 

 

Le pourcentage d’inhibition de l’enzyme alpha-amylase par les quatre échantillons : K. 

marxianus Vivante, K. marxianus Morte, suspension R12 et AgNO3, comparé à un inhibiteur de 

référence qui est l’acarbose. Ces résultats montrent que parmi les échantillons testés l’AgNO3, K. 

marxianus M et K. marxianus V présentent presque le même pourcentage (entre 31 et 34%) 

d’inhibition ce qui signifie qu’ils induisent une inhibition modérée de l’alpha-amylase, suggérant 

une certaine activité antidiabétique, bien que moins marquée que celle de R12  qui est équivalente 

l’activité de l’acarbose à 95% d’inhibition qui est probablement due aux nanostructures d’argent 

synthétisées par K. marxianus dans les conditions optimales. 
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Conclusion 

Cette étude a été menée au sein du laboratoire N°1 et N°3 du Bloc 09, Département de 

Biotechnologie, FSNV, UAM Bejaia, dont le but était la valorisation d’un coproduit du secteur 

dans la biosynthèse de nanostructures d’argent. 

Tout d’abord, une première optimisation a permis de conclure que les nanostructures 

d’argent synthétisées dans de l’eau et incubée pendant 24h en utilisant K. marxianus GBC2, a 

donné les meilleurs résultats antimicrobiens. Puis, une optimisation de trois facteurs ([AgNO3], 

pH et T), influençant la biosynthèse des nanostructures d’argent à partir des levures (K. marxianus 

GBC2), par plan d’expérience utilisant le modèle Box-Behnken a été entreprise. Les paramètres 

optimaux trouvés sont : [AgNO3] = 0,1M, pH = 3,5 et T =  83°C. 

L’analyse dans le domaine de l’UV-Visible a révélé un pic d’absorption caractéristique de 

la biosynthèse des nanostructures d’argent situé à 415 nm. L’analyse infrarouge à transformée de 

Fourrier a démontré que les AgNPs ont été stabilisées par les mêmes groupements fonctionnels 

présents dans la levure K. marxianus GBC2 (K.m). Une bande d’enivrons 2800 cm-1 a été observé 

dans le spectre FTIR de la levure K. m, caractéristique des groupements méthylène (CH2) 

indiquant la présence de chaines carbonées probablement issues des sucres. En revanche, cette 

bande est atténuée dans le spectre des AgNPs, ce qui est probablement dû à la participation des 

sucres dans la réduction des nanoparticules d’argent. 

L’activité antioxydant et l’activité antidiabétique de ces nanostructures d’argent ont été 

évaluées. Le pouvoir réducteur du radical libre oxyde nitrique a été déterminé, avec un pouvoir 

inhibiteur à hauteur de 58%, les AgNPs échangent un électron avec ce radical fortement instable et 

deviennent des AgNO+.L’activité réductrice du fer des AgNPs a été déterminée à 27,64 mg E T 

/gK.m. Les meilleurs résultats de l’activité anti-diabétique ont été aussi obtenus pour les 

nanostructures d’argent avec un pourcentage d’inhibition de l’α-amylase estimé à 95%.  

L’activité antimicrobienne a été menée sur quatre cibles de références (E. coli (ATCC 

25922), S. aureus (ATCC 25933), B. subtillis (ATCC 6633) et C. albicans (ATCC 10231)). Les 

meilleurs résultats ont été obtenus à l’égard du pathogène S. aureus avec une concentration 

minimale inhibitrice des AgNPs de52 µg/mL et un pourcentage d’inhibition de la formation de 

son biofilm estimé à 100%. 

Les résultats obtenus nous encouragent à investiguer d’avantage cette voie pour de 

possibles applications dans le domaine de la santé et l’agro-alimentaire. Des études in vivo de la 
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toxicité de ces nanostructures d’argent seraient envisageables pour déterminer les doses létales, 

leur stabilité dans le temps ainsi leur mécanisme d’action de manière détaillée. 

.
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Annexe A 

Courbe d’étalonnage du TROLOX pour test FRAP 

 

 



 

 

 

 

Annexe B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plan de ma microplaque de la concentration minimale inhibitrice CMI 

Composition de chaque puit : 

•  Vert : 200 µL de TSB stérile . 

•  Orange : 100 µL de TSB + 50 µL de la suspension de la cible +50 µL de la 

solution R12 (SM …….1/64). 

•  Jaune : 100 µL de TSB + 50 µL de la suspension de la cible + 50 µL de l’eau 

distillée. 

•  Bleu : 100 µL de TSB  +  50 µL de la suspension de la cible + 50 µL  AgNO3. 

•  Noir : 100 µL de TSB  +  50 µL de la suspension de la cible + 50 µL  de la 

suspension de  Kluyveromycesmarxianus GBC2. 

•  Rose : 150 µL de TSB + 50 µL de la solution R12 (SM …….1/64). 



 

 

 

 

Annexe C 

 

 

 

 

Plan de la microplaque de la concentration minimale bactéricide CMB : 

Composition de chaque puit : 

•  Vert : 200 µL de TSB stérile . 

•  Orange : 100 µL de TSB + 50 µL de la suspension de la cible +50 µL de la solution 

R12 (SM …….1/64). 

•  Jaune : 100 µL de TSB + 50 µL de la suspension de la cible + 50 µL de l’eau 

distillée. 

•  Bleu : 100 µL de TSB  +  50 µL de la suspension de la cible + 50 µL  AgNO3. 

•  Noir : 100 µL de TSB  +  50 µL de la suspension de la cible + 50 µL  de la 

suspension de  Kluyveromycesmarxianus GBC2. 

•  Rose : 150 µL de TSB + 50 µL de la solution R12 (SM …….1/64). 

•  Gris : 150 µL de TSB + 50 µL de la cible.  



 

 

 

Annexe D 

Tableau: Activité antimicrobienne des tests de 24,48 et 72h des nanostructures issues de S.cerevisiae.F6 

 Cibles E.coli(ATCC25922) S.aureus(ATCC 25933) C.albicans,(ATCC 

10231) 

Temps 

d’incubation 

Milieu de 

culture 

Test Témoin Test Témoin Test Témoin 

 

24h 

BN 13,10 13,40 16,45 17,10 19,95 21,05 

EP 12,85 12,60 19,50 15,90 18,85 16,65 

ED 12,55 / 13,65 / 17,25 / 

 

48h 

BN 11,95 12,10 12,55 13,40 16,05 16,35 

EP 14,50 11,85 12,90 12,60 15,55 16,05 

ED 11,60 / 13,20 / 13,55 / 

 

72h 

BN 13,00 12,75 12,45 12,35 24,70 12,90 

EP 12,40 12,35 11,65 12,65 16,35 17,30 

ED 13,25 / 12,50 / 13,10 / 

Tableau: Activité antimicrobienne des tests de 24,48 et 72h des nanostructures issues de K.marxianus. 

GBC2. 

 Cibles E.coli(ATCC25922) S.aureus(ATCC 25933) C.albicans,(ATCC 

10231) 

Temps 

d’incubation 

Milieu de 

culture 

Test Témoin Test Témoin Test Témoin 

 

24h 

BN 12,90 12,60 17,75 19,05 17,45 18,40 

EP 13,10 12,60 15,65 15,90 17,10 15,65 

ED 13,10 / 18,30 / 19,25 / 

 

48h 

BN 13,95 12,45 15,50 15,00 16,05 16,35 

EP 12,85 12,45 14,45 13,80 14,70 13,65 

ED 12,85 / 14,20 / 15,05 / 

 

72h 

BN 12,75 13,00 17,10 17,20 17,60  17,90 

EP 12,30 11,85 15,50 16,80 17,00 17,40 

ED 12,75 / 16,30 / 17,45 / 



 

 

 

Résumé : 

Cette étude vise à étudier les propriétés physico-chimiques et biologiques des nanostructures d’argent biosynthétisées à partir des 

levures (S. cerevisiae F6 et K. marxianus GBC2). Les paramètres optimaux ([AgNO3]=0,1 M, pH=3,5 et T=83°C) pour la 

biosynthèse de ces nanostructures ont été déterminés en déployant un plan de réponse Box-Behnken à trois facteurs ([AgNO3], pH 

et T) et à trois niveaux (-1,0,+1). La caractérisation par spectroscopie FTIR et UV-visible a met en exergue la formation de 

nanostructures d’argent (Ag NPs), notamment par l’implication des sucres dans la réduction des ions métallique Ag+ en Ag0 et leur 

stabilisation par les protéines contenues dans les levures. Les nanostructures d’argent ont exhibé une bonne activité antioxydante 

avec des taux d’inhibition de 61% et 58% vis-à-vis des radicaux libres ABTS•+ et NO•, respectivement. Une excellente activité 

antidiabétique des nanostructures d’argent, d’une valeur de 95%, contre l’enzyme α-amylase a été trouvée. Les nanostructures 

d’argent ont démontré des activités antimicrobienne et anti-biofilm à l’égard des cibles pathogènes (E. coli (ATCC 25922), S. 

aureus (ATCC 25933), B. subtillis(ATCC 6633) et C. albicans(ATCC 10231)), dont une CMI de 0.266 mg/mL vis-à-vis de S. 

aureus et une concentration de 52 µg/mL induisant 100% d’inhibition du biofilm formé par ce pathogène.  
 

 

Mots Clés :S. cerevisiae F6, K. marxianus GBC2, Nanostructres Ag, Biosynthèse, Activités antimicrobiennes, Activité anti-

biofilm, Activité antioxydante et antidiabétique. 
 

Abstract:  

This study aims to investigate the physicochemical and biological properties of silver nanostructures biosynthesized from yeasts (S. 

cerevisiae F6 and K. marxianus GBC2). The optimal parameters ([AgNO3]=0.1 M, pH=3.5 and T=83°C) for the biosynthesis of 

these nanostructures were determined by deploying a Box-Behnken response plan with three factors ([AgNO3], pH and T) and 

three levels (-1, 0, +1). The results of the Characterization by FTIR and UV-visible spectroscopy highlights the formation of silver 

nanostructures (Ag NPs), notably through the involvement of yeast sugars in the reduction of Ag+ metal ions to Ag0 and their 

stabilization by yeast proteins. The silver nanostructures exhibited good antioxidant activity with inhibition rates of 61% and 58% 

against ABTS•+ and NO• free radicals, respectively. Excellent antidiabetic activity of the silver nanostructures, with a value of 95%, 

against the enzyme α-amylase. The silver nanostructures demonstrated antimicrobial and anti-biofilm activities against pathogenic 

targets (E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25933), B. subtilis (ATCC 6633), and C. albicans (ATCC 10231)), including an 

MIC of 0.266 mg/mL against S. aureus and a concentration of 52 µg/mL inducing 100% inhibition of the biofilm formed by this 

pathogen. 

Keywords: S. cerevisiae F6, K. marxianus GBC2, Ag nanostructures, Biosynthesis, Antimicrobial activities, Anti-biofilm activity, 

Antioxidant and antidiabetic activity. 

Agzul: 

Tazrawt-a tesɛaiswi n unadiɣeftɣawsiwin n tfekka d tfekka n tmeẓdiyin n lfeṭṭayettwasnulfan seg tmeẓdiyin (S. cerevisiae F6 d K. 

marxianus GBC2). Iferdisenigerrzen ([AgNO3]=0,1 M, pH=3,5 d T=83°C) itmeẓdiyin n tmeẓdiyin-a ttwafernen s useqdec n wahil 

n tgermant n Box-Behnken s kraḍ n yiferdisen ([AgNO3], pH d T) d kraḍ n yiswiren (-1,0,+1). Tazrawt s FTIR d tmuɣli n UV 

tettbeggin-d lebni n tmeẓdiyin n lfeṭṭa (Ag NPs), ladɣa s tmeẓdiyin n ssker deg usnefli n yiyunen n wuzzal Ag+ ar Ag0 d ussebded-

nsent s tmeẓdiyinyellan deg tmeẓdiyin. Nanostructures n lfeṭṭasseknent-d tigawtyelhan n tmeẓdiyin s tɣawsiwin n usḥulfu n 61% d 

58% mgal ABTS•+ d NO• n tmeẓdiyintilelliyin, yalyiwet deg-sent. Ufan-d tigawtyelhanmgalssker n tmeẓdiyin n lfeṭṭa, s wazal n 

95%, mgalanzim α-amylase. Tisnatwilin n lfeṭṭasseknent-d tigawt n tmeẓdiyin d tmeẓdiyin n tmeẓdiyinmgaliswiyen n tmeẓdiyin 

(E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25933), B. subtillis (ATCC 6633), d C. n tmerna n 52 μg/mL i d-yettawin 100% n 

usḥulfu n tbiyufilmi d-yesnulfauɣersiw-a.  

Awal n tmeẓriwt : S. cerevisiae F6, K. marxianus GBC2, Tiɣbula n tmeẓriwin n Ag, Tazmert n tmeẓriwin, Tigawtmgal n 

tmeẓriwin, Tigawt n tmeẓriwin n tmeẓriwin, Tigawt n tmeẓriwin n tmeẓriwin d tmeẓriwin n tmeẓriwin. 

 ملخص 

 .(K. marxianus GBC2و S. cerevisiae F6) هدفتهذهالدراسةإلىدراسةالخصائصالفيزيائيةوالكيميائيةوالبيولوجيةللبنىالنانويةالفضيةالمُصنّعةحيوياًمنخميرة

درجةمئوية  83=    ،ودرجةالحرارة3.5=    مولار،ودرجةالحموضة 0.1 = [AgNO3]) حُددّتالمعاييرالمثلى -للتركيبالحيويلهذهالبنىالنانويةباستخداممُخططاستجابةبوكس (

يسُلطّتوصيفطيفالأشعةتحتالحمراءوتحويلفورييه(.  1+  ،0  ،1-)  وثلاثيالمستويات (،ودرجةالحموضة،ودرجةالحرارة[AgNO3]) بيهنكينثلاثيالعوامل  (FTIR) 

 (AgO) ،لاسيمامنخلالمشاركةالسكرياتفياختزالأيوناتالفضةالموجبةإلىأكسيدالفضة(Ag NPs) والأشعةفوقالبنفسجية-المرئيةالضوءعلىتكوّنالبنىالنانويةالفضية

،علىالتوالي.  •NOو +•ABTS وتثبيتهابواسطةبروتيناتالخميرة.  أظهرتالبنىالنانويةالفضيةنشاطًامضاداًللأكسدةجيداًبمعدلاتتثبيطبلغت  61%  و58%  ضدالجذورالحرة

وأظهرتالبنىالنانويةالفضيةأنشطةمضادةللميكروباتوالأغشيةالحيويةضدمسبباتالأمراض.  أميليز-،ضدإنزيمألفا% 95  وُجدنشاطمضادلمرضالسكريممتازللبنىالنانويةالفضية،بنسبة  

 ATCC) ،والفطرياتالبيضاء(ATCC 6633) ،والبكترياالعصويةالرقيقة(ATCC 25933) ،والمكوراتالعنقوديةالذهبية(ATCC 25922) الإشريكيةالقولونية)

  52  ملضدالمكوراتالعنقوديةالذهبية،وتركيز/ ملغم  0.266  البالغ  (MIC) ،بمافيذلكالحدالأدنىالمثبط((10231

%.100 مل،مماأدىإلىتثبيطالغشاءالحيويالذييشكلههذاالعاملالممرضبنسبة/ميكروغرام : S. cerevisiae F6،K.marxianus GBC2،البنىالنانويةالفضية، 

 الكلماتالمفتاحية:

S. cerevisiae F6،K. marxianus 

GBC2 البنىالنانويةالفضية،التخليقالحيوي،الأنشطةالمضادةللميكروبات،النشاطالمضادللأغشيةالحيوية،النشاطالمضادللأكسدةومضادالسكري، 


