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Introduction

La chimie verte est I'utilisation des principes de la chimie pour minimiser l'utilisation
de produits chimiques toxiques, un minimum de résidus indésirables, qui pourraient étre nocifs
pour la santé humaine ainsi que pour I'atmosphere (Ingale et al., 2013 ; Hebbalalu et al. ,2013).
Une combinaison de la chimie verte et des nanotechnologies est une approche polyvalente et a
élargi sa prise en compte au cours des dernieres années (Mohammadlou et al., 2016). La
synthése verte des nanoparticules (NPs), qui est écologique et rentable et utilise des agents
stabilisants obtenus a partir d'extraits de plantes et d'autres ressources naturelles pour la
fabrication des NPs sans l'utilisation de composés nocifs, favorise également I'utilisation
durable des nanoparticules (Saratale et al., 2018 ; Soni et al., 2018).

Dans l'ére récente, les NPs métalliques ont été largement utilisées pour diverses
applications biomédicales telles que le diagnostic, les systéemes d'administration de
médicaments et l'ingénierie tissulaire en raison de leurs propriétés physicochimiques
exceptionnelles (Yavuz et al., 2009 ; Xie et al., 2010 ; Chen et al., 2016).

Parmi les nombreuses NPs métalliques, les nanoparticules d'argent (AgNPs) ont
suscité beaucoup d'attention pour diverses applications, notamment les agents de contraste
d'imagerie, les capteurs et les agents antimicrobiens en raison de leur meilleure stabilité,
conductivité électrique et activité antimicrobienne (Krishnaraj et al., 2010 ; Rauwel et al.,
2015 ; Ahsan et Farooq., 2019). Generalement, les AgNPs sont synthétises via plusieurs
approches chimiques et physiques. Les méthodes physiques consistent en un broyage a billes,
une sonication a la flamme, un rayonnement, une décharge d'arc électrique, une pyrolyse, etc
(Van Dong et al., 2012 ; Farias et al., 2014). Ces méthodes physiques nécessitent souvent des
instruments codteux, une pression plus élevée et une plus grande consommation
d'énergie (Guzman et al., 2009 ; Ahsan et al., 2021). Cependant, les approches chimiques

nécessitent souvent des sels métalliques colteux et des solvants nocifs.

De plus, différents stabilisants sont également indispensables pour éviter I'agrégation
des NPs afin de les rendre physiologiquement compatibles (Erathodiyi et ying., 2011 ; Castro
et al., 2014 ; Montes-Garcia et al., 2020). Dans ce contexte, la synthése verte des AgNPs par
des extraits végétaux comme méthode de substitution aux méthodes traditionnelles de
préparation physique et chimique des NPs (MohammadlIou et al., 2016 ; Vamanu et al.,
2018).



Dittrichia viscosa (D. viscosa) ou Inula viscosa fait partie de la famille
des Astéraceées, souvent utilisée comme plante médicinale dans la zone mediterranéenne. De
plus, de nombreuses études ont rapporté que D. viscosa posséde une large gamme de composés
naturels qui peuvent étre utilisés pour la médecine alternative. D. viscosa (Syn. Inula viscosa)
est connue au nord de 1’Algérie sous le nom de « Magrammane ». C'est une espece pérenne
abondante dans les régions méditerranéennes (Mahmoudi et al., 2016). La partie aérienne est
utilisée en décoction pour traiter les maladies rénales, le diabete et I'hypertension (Oyaizu,
1986).

De nombreuses enquétes ont également rapporté l'utilisation de D. viscosa pour traiter
plusieurs maladies, notamment les douleurs rhumatismales, le cancer, la bronchite, la
tuberculose et l'infertilité. Les composés bioactifs de cet arbuste comprennent des flavonoides,
des triterpénoides guaianolides, des sesquiterpenes, des acides sesquiterpeniques, des lactones
et des huiles essentielles (Ozkan., 2019).

L'objectif principal de cette étude était la synthese des NPs de Inula viscosa, ainsi
que I'étude de leur activité thérapeutique comparé avec 1’extrait aqueux de la méme plante. Pour
atteindre cet objectif dans cette étude, nous avons fabriqué des NPs d'argent en utilisant I’extrait

de Inula viscosa selon une approche de chimie verte.

En outre, les nanoparticules d’argent de Inula viscosa ont été étudiés pour leurs
propriétés antibactériennes, anti-inflammatoires et antioxydantes et ont montré d'excellents

profils.
Notre travail, présenté dans ce manuscrit, est réparti en trois chapitres :

Premier chapitre est une synthése bibliographique ou nous apportons des généralités sur les

plantes, est consacré a une présentation botanique de la famille.

Le deuxiéme chapitre est la partie expérimentale qui étudie évaluation de Dactivité

antibactérienne, activité antioxydante et activité anti-inflammatoire.

Le troisieme chapitre, les résultats obtenus suivis des interprétations et quelques fois des
comparaisons sont faits avec certains travaux réalisés dans le méme contexte. Le manuscrit est
achevé par une conclusion présentant une synthese des meilleurs résultats obtenus avec les

perspectives envisagées.
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Chapitre | : Présentation de la plante étudiée

I.1. La description botanique de la famille

Inula viscosa appartient a la famille des Astéracées. Cette famille est I'une des plus
répandue dans le monde végétal mais principalement dans les régions tempeérées. Les
Astéracées sont caractérisées par : I’inflorescence en capitule ; les fleurs treés particuliéres a
antheres soudées. Le fruit est un akéne généralement surmonté d’un pappus. Elle comprend
plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 espéces (Guignard, 1994). Aussi, il en existerait 109
genres et 408 especes en Algérie et 111 genres et 638 espéces en France (Quezel et Santa,
1963 ; Chaou, 2017).

1.2.Intérét économique

Les parties aériennes d’Inula viscosa sont les plus utilisées, soient les feuilles et les
tiges sont séchées et réduites en poudre ou des feuilles fraiches (Ulubelen 1987 ; Cafarchia et
al.,, 1999 in Boukemaya et Messaoudi, 2016). L’inule entre dans les miels d’automne
méditerranéens, Un miel uniflore rare. Une des plantes associées a I’arbousier et au lierre, en
Afrique du Nord ou elle est une plante mellifére essentielle. Le pollen de I’inule est trés faible
en protéines (Baydar, 1998 ; Chaou, 2017). L’inule visqueuse tire surtout sa réputation de sa
qualité d'insecticide végétal qui combat la mouche de I’olive. Le mécanisme d'action est le

suivant :

L’inule abrite un parasite de Bactrocera oleae c'est une plante relais dont les inflorescences
sont parasitées par la larve d'une mouche (Myopites stylatus) qui provoque des galles sur les
inflorescences, La larve de Myopites est a son tour parasitée en hiver par un parasitoide, la larve
de la mouche de l'olive sera parasitée, a son tour, en été par une petite guépe qui va également

parasiter et tuer la larve de la mouche de l'olive (Warlop, 2005).

On la trouvait fréguemment dans les oliveraies avant qu'elle ne soit arrachée comme "mauvaise
herbe" envahissante et encombrante. Des observations montrent que dans une oliveraie
"rénovée”, l'arrachage de I'lnule a été suivi d'une attaque de Mouche de l'olive sans précédent.
Apres réintroduction de I'lnule, il faut compter 4 a 5 ans pour que le cycle de la plante relais
s'amorce avec l'olivier. C'est un travail a long terme qui exclut I'emploi d'insecticides "durs".
Ce qui indique bien la relation Inule-olivier connue intuitivement par les anciens (Bassaibis et
al., 2009).



1.3. Le Genre

Le nom Inula est trés ancien et vient du nom de l'espéce Inula Helenium et généraliser

pour tout le genre.

Le nom Helenium découlerait du grec "Helen". La légende antique raconte que la fleur serait
née des larmes de la belle Hélene de Troie. En Algérie il existerait 109 genres et 408 espéces.
Ce sont des plantes herbacées vivaces, a feuilles alternes, capitules jaunes (Ramli, 2013).

FigureN°01 : Les Inules
1.3.1. La Description botanique de la plante

Inula viscosa est une plante annuelle, herbacée, visqueuse et glanduleuse (Bakkara et
al., 2008). Elle est ligneuse a sa base (forte racine pivotante lignifiée pouvant atteindre 30 cm
de long) (Quezel et Santa, 1963 ; Chaou, 2017). Elle peut atteindre de 50 cm a 1m de hauteur
et présente des capitules a fleurs jaunes trés nombreux au sommet de la tige (Benhammou et
Atik Bekkara, 2005). Les feuilles sessiles sont ondulées, dentées, aigués (Bensegueni tounsi,
2001), crénelées, embrassantes (formant deux petites oreillettes a sa base) (Bssaibis et al.,
2009), rudes recouvertes sur les deux faces de glandes visqueuses (Bensegueni tounsi, 2001),
glanduleuses (Bssaibis et al., 2009) qui dégagent pendant la phase végétative une odeur forte
et acre (Bensegueni tounsi, 2001; Bakkara et al., 2008; Haoui et al., 2015), agréable selon
certains, désagréable pour d’autres (Bssaibis et al., 2009). La floraison commence & partir du

mois de septembre. Les inflorescences sont de longues grappes (Bensegueni tounsi, 2001 ;



Rameau et al., 2008), pyramidales (Bssaibis et al., 2009). Les fleurs périphériques sont
liguliformes, celles du centre sont tubulaires. Elles sont rayonnantes de couleur jaune et a forte

odeur. Les fruits sont des akenes velus a aigrettes grisatres (Bensegueni tounsi, 2001).

Figure N°02 : Photo montrant la partie aérienne d’Inula viscosa.

1.3.2. Classification taxonomique

D’aprés (Ciccarelli, 2007 ; Chaou, 2017), Inula viscosa a été rattachée au genre
Dittrichia car elle possede des poils glanduleux sur I’ovaire, ce qui n’est pas le cas des autres
especes du genre Inula. D’aprés (Fournier, 1947 ; Chaou, 2017), la position systématique de

I’inule visqueuse est comme suit :



Tableau N°01 : Classification taxonomique d’Inula Viscosa (Manel et Merbouha, 2021).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Coniferophyta
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnolipsida
Ordre Astrales
Famille Astéracées
Genre Inula
Espéce Viscosa

1.3.3. Synonymes
Nom scientifique : Dittrichia viscosa (L) Greut, Inula viscosa Ait (Bartels, 1997).
Nom commun : Inule, aunée visqueuse ; Anglais : Stichky fleabane (Halimi, 1997).

Nom Vernaculaire : Amagrammane (Baba Aissa, 1999). Mersitt, Inula viscosa est connue en

Algérie sous le nom de magramane (Zeguerrou et al., 2013).

1.3.4. Réparation

Inula du grec Ineo, qui signifie « je purge » et viscosa qui signifie « visqueuse », Inula
viscosa est une plante des régions méditerranéennes, trés connue et largement utilisée en
médecine traditionnelle (Fauron et al., 1983 ; Quezel et Santa, 1963). Elle est largement

distribuée dans le bassin méditerranéen mais aussi dans certains pays d’Europe (Espagne et



France), dans des pays asiatiques (Chine, Japon...), en Turquie, en Afrique (Maroc, Egypte et
Algérie) (Ramli, 2013). Elle se multiplie souvent dans des sols salés et dans des prairies
humides (Paulian, 1967). Au Maroc, elle est répandue dans les rocailles et les terrains argileux
(Benayache et al., 1991). En Algérie, I’espéce est localisée dans les régions de moyenne
altitude du Tell, dans les terres garrigues et rocailles ainsi que dans les terrains argileux secs
(Quezel et Santa, 1962).

Pologne
Allemagne Ukraine

Kazakhstan

France

Espagne

Turquie

Thailande

Figure N°03 : Répartition géographique de Inula viscosa (Atika et Lamia, 2019).

1.3.5. Composition phytochimique de Inula viscosa

Un grand nombre d’espéces appartenant au genre Inula ont fait 1’objet d’études
chimiques ou se sont identifiés de nombreux métabolites secondaires. Une étude menée par
(Benayache et al., 1991) sur les parties aériennes de Inula viscosa a montré sa richesse en
flavonoides, en terpenes et en lactones sesquiterpéniques. Parmi les composés présents dans
cette espece, nous retenons : Apigénine, quercétine, 2-O-méthylkaempferol (classe des
flavonoides) (Bicha, 2003), 3p-acetoxydammara-20, 24-diéne (terpenes) (Oksoz, 1976 ;

Ramli, 2013), a-santonine et inulviscolide (sesquiterpenes lactones) (Bicha, 2003).

La plante comporte aussi d’autres substances mineures. Cependant, les racines
contiennent de nombreuses substances actives comme 1’Inuline et le camphre (Fournier, 1947

; Chaou, 2017).



1.3.6. Effet thérapeutique

Inula viscosa est tres utilisée en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs
pathologies. De nombreuses pratiques thérapeutiques se rapportant a cette espéce (partie
utilisée, mode d’utilisation, dose administrée...) sont décrites a travers plusieurs pays du monde
(seca et al., 2014). En effet, elle est utilisée pour ses effets anti-inflammatoires (Al-Dissi et al.,
2001 ; Barbetti et al., 1985), antipyrétiques (Lauro et Rolih., 1990), antidiabétiques (yaniv et
al., 1987), antiphlogistiques (Lev et Amar, 2000) et pour le traitement de pathologies
gastroduodénales (Alarcon et al., 1993). Ces propriétés thérapeutiques sont liées a sa richesse

en métabolites secondaires.

En effet, plusieurs études phytochimiques réalisées sur cette plante ont révélé la
présence des composés phenoliques, terpéniques et lactoniques. (Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib
,1999). Au Maroc, elle est employée en phytothérapie humaine. De plus, plusieurs études
ethnopharmacologiques ont été réalisées (Hmamouchi, 2001 ; Teixidor et al., 2016) (Tableau
02).



Tableau N°02 : Usages traditionnels d’espéces Inula viscosa.

Partie utilisée

Feuilles

Racine

Partie aérienne

Partie aérienne

Feuilles et tiges

Feuilles

Fleurs et racines

Racines
Feuilles

Mode de
préparation
Décoction

Décoction

Décoction

Décoction, infusion
et en poudre

Cataplasme

Décoction

Décoction et en
poudre

Décoction

Maladies traitées

Les abces, la gale,
les dermatoses, les
ulceres, les gergures
et comme
cicatrisants des
plaies cutanées

L’hypertension, la
tuberculose, les
affections,
poitrinaires, les
infections
respiratoires et
bronchiques
Le diabéte et les
pathologies
cardiovasculaires
Les allergies,
I’asthme et
I’inflammation
Les maladies
cardiovasculaires, le
diabete et les
pathologies du
systeme digestif
Les pathologies
gastro-intestinales
Le diabéte, les
maladies digestives,
le cancer et les
maladies de la peau
L’hypertension
Antidiarrhéique et
contre la fievre
typhoide

Références

(Hmamou- chi.,
2001)

(Bellakhdar, 1997)

(Eddouks et al.,
2002)

(El Hamsas et al.,
2016)

(Jamila et Mostafa.,
2014)

(Teixidor et al.,
2016)

(El-Hilaly, 2003)

(Ziyyat et al., 1997)

(Benlamdini et al.,
2014)
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1.3.7 Aspects pharmacologiques

L’inule visqueuse a été largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses diverses
propriétés. Elle agit comme sédatif de la toux et des spasmes bronchiques (Bellakhdar., 1997),
corrige I’atonie de I’estomac et de I’intestin (Lastra et al., 1993), améliore I’appétit (Roulier.,
1990 ; Ameur et al., 2016) et abaisse la fievre. Dans la région méditerranéenne, elle est utilisée
pour ses activités anti-inflammatoires (Al-Dissi et al., 2001), antidiabétiques (Haoui et al.,
2015), antipyrétiques, antiseptiques et a prouvé son efficacité contre les inflammations
cutanées, (Khalil et al., 2007 ; Bakkara et al., 2008). En outre, elle a de fortes activités
antioxydantes (Celik et Aslanturk, 2010). Inula viscosa est utilisée pour traiter les troubles
gastroduodénaux (Al-Dissi et al., 2001; Chahmi et al., 2015) et les troubles intestinaux
(Parolin et al., 2014).La medecine traditionnelle a imputé plusieurs usages d'Inula viscosa tels
que anthelmintique, expectorante, diurétique, traitement de la bronchite, tuberculose, anemie et
comme un cataplasme pour les maux rhumatismaux (Al-Dissi et al., 2001), anti-virale (Abad
et al., 2000), antifongique, et contre différentes moisissures (Benhammou et Atik Bakkara,
2005), anti-malaria (Waller et al., 2003) et elle est utilisée pour traiter les blessures des animaux
(Chahmi et al., 2015).
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Chapitre Il : Généralités sur les nanoparticules

Les nanosciences et les nanotechnologies représentent des plateformes nouvelles et
habilitantes qui promettent de fournir un large éventail de nouvelles utilisations et de
technologies améliorées pour les applications environnementales, biologiques et autres
applications scientifiques.). De nombreux chercheurs ont largement utilisé les nanoparticules
(NPs) nobles dans diverses applications technologiques en raison de leurs propriétés uniques.
Les méthodes de synthese de ces NPs nobles sont donc d'un grand intérét (Ensafi et al., 2010 ;
Elyasi et al., 2013).

I1.1. Nanotechnologies

Les réves et l'imagination de I'nomme donnent souvent naissance a de nouvelles
sciences et technologies. La nanotechnologie, frontiere du XXle siecle, est née de tels réves
(Hula et al.,2015).

La nanotechnologie est définie comme la comprehension et le controle de la matiére a
des dimensions entre 1 et 100 nm, ou des phénomeénes uniques permettent de nouvelles
applications. Cette derniére regroupe tout ce
qui touche a la conception, la caractérisation, la production et 1’application de structures,
dispositifs et systémes par controle de la forme et de la taille a I’échelle nanométrique. Les

nanotechnologies relévent de la recherche appliquée (NNI ,2015).

11.2. Nanomatériaux

La commission européenne a émis ses recommandations relatives a la définition des
nanomatériaux (recommandation 2011/696/UE) : « on entend par "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 » (Noruzi et al.,2011) Il existe deux grandes familles de nanomatériaux :

e Les nano-objets
e Les matériaux nano-structuré

Schéma selon Guerricha Maroua et selmane Sassia, la synthese verte des
nanoparticules métalliques de cuivre CuO par I'extrait Moringa, mémoire de master, Université
Echahid Hamma Lakhdar. EI Oued, 2018.
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Les nano-objets

Les nanoparticules

Les nanofibres

Les nano-feuillets

Nanomatériaux

Les matériaux
nanostructurés

Les agrégats et
agglomerats

Les nanocomposites

Les matériaux
nanoporeux

v

Nanofil

Nanotubes

Nanotiges

Figure N°04 : Schéma récapitulatif des nanomatériaux

(M. Noruzi et al., 2011).
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Secteurs d’activité

I11.3. Les applications des nanomatériaux

Tableau 03 : Les domaines des applications des nanotechnologies

Exemples d’applications actuelles et potentielles

Automobile,
aéronautique et
aérospatial

Matériaux renforcés et plus légers ; peintures extérieures avec effets de couleur, plus
brillantes, anti rayures, anti corrosion et anti salissures; capteurs optimisant les
performances des moteurs ; détecteurs de glace sur les ailes d’avion ; additifs pour diesel
permettant une meilleure combustion ; pneumatiques plus durables et recyclables. ..

Electronique et
communications

Mémoire a haute densité et processus miniaturisés ; cellules solaires ; bibliotheques
électroniques de poche ; ordinateurs et jeux électroniques ultra-rapides ; technologies sans
fil ; écrans plats...

Agroalimentaire

Emballages actifs ; additifs ; colorants, antiagglomérants, émulsifiants. ..

Chimie et
matériaux

Pigments ; charges; poudres céramiques; inhibiteurs de corrosion ; catalyseurs
multifonctionnels ; textiles et revétements antibactériens et ultra-résistants. ..

Construction

Ciments autonettoyants et anti-pollution, vitrages autonettoyants et antisalissures,
peintures, vernis, colles, mastics...

Pharmacie et

Médicaments et agents actifs, surfaces adhésives médicales anti-allergénes ; médicaments
sur mesure délivré uniquement a des organes précis ; surfaces biocompatibles pour

cosmeétique _ : ! . .
implants ; vaccins oraux ; imagerie médicale...
Cosmétique Cremes solaires transparentes ; pates a dentifrices abrasives ; maquillage avec une
meilleure tenue...
Energie Cellules photovoltaiques nouvelle génération nouveaux types de batteries, fenétres

intelligentes, matériaux isolants plus efficaces, entreposage d’hydrogéne combustible...

Environnement et

Diminution des émissions de dioxyde de carbone, production d’eau ultrapure a partir

écologie d’eau de mer, pesticides et fertilisants plus efficaces et moins dommageables, analyseurs
chimiques spécifiques...
Défense Détecteurs d’agents chimiques et biologiques, systémes de surveillance miniaturisés,

systemes de guidage plus précis, textiles légers et qui se réparent d’eux-mémes. ..
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11.4. Définition des nanoparticules

Les nanoparticules constituent une catégorie de matériaux dont les propriétés different
nettement de celles de leurs homologues en vrac et moléculaires. lls sont des nano-objets dont
les trois dimensions sont comprises entre un et cent nanométres. Les nanoparticules se
présentent en plusieurs formes, on rencontre des nanoparticules de formes sphériques,
oblongues ou encore anguleuses aussi bien sous forme amorphe que cristalline (Biswas et Wu,
2005 ; Sanghi ,2009).

11.4.1. L’argent

L'argent métallique (Ag) est un élément de transition durable. En raison de sa rareté (67e
rang en termes d'abondance parmi les éléments) et de son éclat métallique blanc attrayant,
l'argent est utilisé depuis longtemps comme bijou, monnaie et argenterie. (Klasen, 2000 ;
Rauwel et al., 2015 ; Liang et al., 2018).
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Tableau 04 : propriété physique de I'argent métal (Silver, 2003).

Propriété Ag

Configuration électronique [Kr] 4d° 5s!
Numéro atomique- Poids 47 - 107.87
Structure cristalline CFC
Densité (g/cm3) 10.5
Rayon atomique (nm) 0.153
Premiére énergie d’ionisation (KJ mol™) 758
Vitesse de fermi (m/s) 1.39 10¢
Energie de fermi (eV) 5.49
Résistivité électrique (LQ cm) 1.59 (20°C)
Température de fusion (K) 1235.43
Température d’ébullition (K) 2485
Conductivité thermique (W m' K™") 429
Conductivité électrique (S m™) 63 10°
Potentiel standard (V) 0.779 (Ag-/Ag)
Electronégativité 1.93

11.4.2 Les nanoparticules d’argent

Parmi les nanoparticules de métaux nobles, les nanoparticules d'argent (Ag NPs) sont
particulierement connues pour leurs applications polyvalentes dans les industries médicales
connues pour leurs applications polyvalentes dans les industries médicales (Ensafi et al., 2010 ;
Elyasi et al., 2013).

Les nanoparticules d’argent (AgNPs) sont des agents non toxiques, inorganiques. lls

ont une taille de particule comprise entre 1 et 100 nm (Mody et al., 2010).

17



Les nanoparticules présentent des propriétés physiques et chimiques uniques et
considérablement modifiées par rapport a leurs homologues a I’échelle macroscopique, ce qui
les rend particulierement intéressants. C’est pourquoi les nanoparticules d’argent présentent un
intérét majeur pour leurs propriétés antibactériennes et sont déja intégrées dans des applications
telles que le traitement des plaies, la stérilisation, I’assainissement des aliments, les textiles
antibactériens et, plus récemment, I’administration de médicaments. En fait, les nanoparticules
d’argent présentent un large spectre d’activités anti bactéricides et antifongiques, ce qui les rend
extrémement populaires dans une gamme variée de produits de consommation, notamment les
plastiques, les savons, les pates, les aliments et les textiles, augmentant ainsi leur valeur
marchande (Rauwel et al., 2015 ; Keshari et al., 2020).

Figure N°05 : Nanoparticules
d’argent (AgNPs).

11.5. Les méthodes de synthése des nanoparticules d’argents et Avantages des méthodes

biologiques pour la préparation d’Ag NPs

Les nanoparticules (NPs) d’argent ont fait I’objet de recherches en raison de leurs
propriétés uniques (par exemple, la taille et la forme dépendant des propriétés optiques,
antimicrobiennes et électriques). Diverses techniques de préparation ont été rapportées pour la
synthese des NPs d’argent. Parmi les exemples notables, citons I’ablation laser, I’irradiation
gamma, l’irradiation électronique, la réduction chimique, les méthodes photochimiques, le

traitement par micro-ondes et les méthodes de synthése biologique (Iravani et al., 2014).
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Tableau 05 : Quelgues méthodes physiques, chimiques et photochimiques importantes
pour synthétiser et stabiliser les NPs d’argent (Klaus-Joerger et al., 2001 ; Senapati, 2005 ;
Iravan et al., 2014).

Method Silver Reducing agent Stabilizing agent Size
precursor (nm)

Chemical reduction AgNO; DMF - <25

Chemical reduction AgNO; NaHB, Surfactin (a lipopeptide 3-28

biosurfactant)

Chemical reduction AgNO; Trisodium citrate (initial) =SFS (secondary) Trisodium citrate <50

Chemical reduction AgNO; Trisodium citrate Tnisodium citrate 30-60

Chemical reduction AgNO: Ascorbic acid - 200-650

Chemical reduction AgNO; NaHB, DDA ~7

Chemical reduction AgNO; Paraffin Oleylamine 10-14

Chemical reduction AgNO; Dextrose PVP 2247

(thermal)

Chemical reduction AgNO:; Hydrazine - 2-10

(thermal)

Chemical reduction AgNO; Glucose Glucomnic acid 40-80

(oxidation of glucose)

Chemuical reduction AgNO; Ethylene glycol PVP 5-25

(polyol process)

Chemical reduction AgNO:; Ethylene glycol PVP 50-115

(polyol process)

Electrochemical AgNO; Electrolysis cathode: titanium anode: Pt PVP ~11

(polyol process)

Chemical reduction AgNO: m-Hydroxy benzaldehyde SDS 15-260

(Tollen)

Physical synthesis Ag wires Electrical arc discharge, water E ~10

Physical synthesis AgNO; Electrical arc discharge Sodium citrate 14-27

Chemical reduction AgNO; Hydrazine hydrate AOT 2-5

(microemulsion)

Chemical reduction AgNO; Hydrazine hydrate AOT <1.6

(microemulsion)

Photochemucal AgClOy Ethylene glycol - 17-70

reduction (pulse

radiolysis)

Photochemical AgNO: Ethylene glvcol PVP 5-10

reduction (microwave

radiation)

Photochemical AgNO; UV light - 4-10

reduction

(photoraduction)

Photochemical Ac,SOy X-Ray - ~28

reduction (X-ray

radiolysis)

Photochemical AgNO; CMCTS, UV CMCTS 2-8

reduction (X-ray

radiolysis)

DMF: N.N"-dimethylformamide. NaHB.. Sodium borohydrate, SFS: Sodium formaldehyde sulphoxylate. DDA:

Dodecanoic acid. PVP: Polyvinyl pyrrolidone, SDS: Sodium dodecyl sulphate. AOT: Bis (2-ethylhexyl) sulfosuccinate.

CMCTS: Carboxymethylated chitosan

19




11.5.1. Les méthodes chimiques

Les approches chimiques les plus populaires, notamment la réduction chimique a
I’aide d’une variété d’agents réducteurs organiques et inorganiques, les techniques
électrochimiques, la réduction physico-chimique et la radiolyse, sont largement utilisées pour
la synthese des NPs d’argent. La plupart de ces méthodes sont encore en phase de
développement et les problémes rencontrés sont la stabilité et I’agrégation des NPs, le contréle
de la croissance cristalline, la morphologie, la taille et la distribution de la taille. En outre,
I’extraction et la purification des nanoparticules produites pour des applications ultérieures
restent des questions importantes (Sastryet al., 2003 ; Korbekandi et al., 2009 ; Iravani,
2011).

11.5.2. Les méthodes physiques

L’évaporation-condensation et I’ablation laser sont les approches physiques les plus
importantes. L’absence de contamination par les solvants dans les films minces prépares et
I’uniformité de la distribution des NPs sont les avantages des méthodes de synthese physique
par rapport aux procedés chimiques. La synthése physique des nanoparticules d’argent a I’aide
d’un four tubulaire a pression atmosphérique présente certains inconvénients. Par exemple, le
four tubulaire occupe un grand espace, consomme une grande quantité d’énergie tout en
augmentant la température ambiante autour du matériau source et nécessite beaucoup de temps
pour atteindre la stabilité thermique. En outre, un four a tube typique nécessite une
consommation d’énergie de plus de plusieurs kilowatts et un temps de préchauffage de plusieurs
dizaines de minutes pour atteindre une température de fonctionnement stable (Magnusson et
al., 1999 ; Kruis et al., 2000).

11.5.3. Les méthodes biologiques

Un certain nombre de rapports publiés dans la littérature indiquent que la synthese de
nanoparticules par des approches chimiques est peu respectueuse de I’environnement et
colteuse. Il existe donc un besoin croissant de développer des procédés respectueux de
I’environnement et de I’économie, qui n’utilisent pas de produits chimiques toxiques dans les

protocoles de synthése. Les chercheurs se sont donc tournés vers les organismes. Le potentiel
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des organismes dans la synthése des nanoparticules va des simples cellules bactériennes
procaryotes aux champignons et plantes eucaryotes (Mohanpuria et al., 2008).

Parmi les exemples de production de nanoparticules, citons I’utilisation de bactéries
pour les NPs d’or, d’argent, de cadmium, de zinc, de magnétite et de fer ; de levures pour les
NPs d’argent, de plomb et de cadmium ; de champignons pour les NPs d’or, d’argent et de
cadmium ; d’algues pour les NPs d’argent et d’or ; de plantes pour les NPs d’argent, d’or, de
palladium, d’oxyde de zinc, de platine et de magnétite (Senapati et al., 2005 ; Debaditya et
Rajinder, 2005).

Magn Det WD p=——————— 500nm
40000x SE 9.4

Figure N°06 : Biosynthese de NPs d'argent ; Nous avons démontré
la synthese bioréductive de nanoparticules d'argent a I'aide de F.
oxysporum (une micrographie de microscopie électronique a
balayage non publiée enregistrée a partir de NPs d'argent
produites par réaction d'une solution de nitrate d'argent (1 mM)
avec F. oxysporum (lravani et al., 2014).

I1.6. Mécanisme de formation des nanoparticules d’argent

La synthése d’AgNPs par des entités biologiques est due a la présence d’un grand
nombre de produits chimiques organiques comme les glucides, les graisses, les protéines, les
enzymes et les coenzymes, les phénols, les flavanoides, les terpénoides, les alcaloides, les
gommes, etc. capables de donner des électrons pour la réduction des ions Ag+ en AgO.
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L’ingrédient actif responsable de la réduction des ions Ag+ varie en fonction de
I’organisme/extrait utilisé. Pour la nanotransformation des AgNPs, les électrons sont supposés
provenir de la déshydrogénation des acides (acide ascorbique) et des alcools (catéchol) chez les
hydrophytes, de la conversion des cétones en énols (cyperaquinone, dietchequinone, remirin)
chez les mésophytes ou des deux mécanismes chez les plantes xérophytes (Prasad et Kulkarni,
2009).

Dans I’ensemble, le processus de formation des nanoparticules métalliques dans les

plantes et les extraits de plantes comprend trois phases principales :
11.6.1. Nucléation

Les precurseurs métallo-organiques sont tout d’abord dissous puis réduits pour donner
des atomes meétalliques de valence zero La sursaturation élevée en monomeres (atomes)
insolubles conduit a la formation de petits agrégats par collision. Cette seconde étape est
appelée la nucléation. Elle correspond a la formation localisée d’une nouvelle phase solide
thermodynamiquement stable au sein d’une phase liquide. La formation des nucléaires entraine,
apres un certain temps, une diminution de la sursaturation. Par conséquent, le taux de nucléation
diminue et le nombre de particules dans le systéme devient constant (Bonnemann, 2004 ;
Ledier, 2013).

Mucléation

Sel métallique

Réduction @@ - __—— Dissolution
=it —ee—@—
- _ ~

Croissance

Atomes métalliques Collision entre les atomes Nucléaire
Metalliques

Figure N°07 : Représentation schématique du mécanisme de formation des
nanoparticules (Ledier, 2013).
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Il 6.2. La croissance

Les nucléaires ayant atteint le rayon critique (r*) vont pouvoir croitre par
consommation des monomeéres se trouvant en solution. Cette étape de croissance est
thermodynamiquement favorisée, toute augmentation de la taille entrainant une diminution de
I’énergie libre. Cependant, deux processus physiques régissent et peuvent limiter ce phénomeéne
la diffusion des monomeéres de la solution vers la surface de la particule et la réaction des
monomeéres a la surface des particules plus la concentration en monomeres dans la solution est

importante, plus les particules vont croitre rapidement (Sugimoto, 1992 ; Ledier, 2013).
11.6.3. Le mdrissement

Le murissement ou bien la phase de terminaison du processus pour obtenir la forme finale

des nanoparticules.

Au fur et a mesure que la réaction se poursuit, le taux de sursaturation continue de diminuer
(il n’y a plus de monoméres). La croissance ne peut plus se poursuivre et une derniére étape peut
intervenir : c’est le phénoméne de mirissement d’Ostwald. 11 s’agit de I’interdiffusion des
monomeres des plus petites particules vers les plus grosses. La force motrice de ce phénomene est

la minimisation de 1’énergie interfaciale totale du systeme (Ledier, 2013).

0
. Réduction e Agglomération @ Stabilisation .
—_— > _—

Figure N°08 : Mécanisme de synthése des AgNPs.
(Prasad and Kulkarni, 2009).

11.6.4. Mécanisme possible impliqué dans la synthese verte des AgNPs
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La synthése des Nanoparticules se fait, a la fois a I'intérieur des plantes vivantes et dans
la biomasse séchée, plusieurs méthodes mécanistes ont été proposé par de nombreux chercheurs
dans le but de savoir la voie cachee derriére la synthése verte des AgNPs. Le mécanisme
préliminaire implique I'accumulation de nanoparticules apres la réduction de I'ion métallique et
le processus de réduction est médi¢ par certains agents réducteurs ou implique certaines
enzymes qui sont liées a la paroi cellulaire ont proposé, pour la production d'AgNPs sphériques
, en servant du champignon, l'activation, la nucléation et le processus de réduction impliquent
dans le mécanisme ont prouvé que lors de la synthése verte des AgNPs lorsque I'ex- trait de
feuille est ajouté a 'AgNO3 aqueux, I'ionisation se passe comme suit (Gade et al., 2014).

AgNO3 (aq) -Ag+ (aq) + NO3— (aq)

ion meullique o
" QN
rlé:luueun M nanoparticules metallique

dansz lezplan atomes métalliques coiffe de metabolites vegetaux

Figure N°09 : mécanisme vert impliqué dans la synthése verte des AgNPs.

Les produits biosynthétiques jouent un role fondamental dans réduction des sels
respectifs pour la formation des nanoparticules. La possibilité de réduction de Ag + en argent
peut étre expliqué en conséquence du mécanisme connu sous le nom de glycolyse comme suit
(Glomerata et al., 2009 ; Kasthuri et al., 2009).

Glucose +2ADP + 2Pi+ 2NAD ====== 2 pyruvate + 2ATP + 2 NADH + 2 H+

11.7. Les caractérisations des nanoparticules d’argent

24



L'application technique des nanoparticules dépend principalement de leur surface. Il
est donc crucial pour le chimiste de controler la surface et donc les propriétés des particules
(Roduner, 2006).

Caractérisation

Figure N°10 : Les methodes des caractérisations des nanoparticules d’argent.

Les méthodes suivantes sont utilisées pour caractériser les nanoparticules :

11.7.1. Spectroscopie UV-Visible

La spectroscopie ultraviolet-visible ou spectrométrie ultraviolet-visible est une
technique de spectroscopie mettant en jeu les photons dont les longueurs d'onde sont dans le
domaine de l'ultraviolet (200-400 nm), du visible (400-750 nm) ou du proche infrarouge (750-
1400 nm). Soumis a un rayonnement dans cette gamme de longueurs d'onde, les molécules, les
ions ou les complexes sont susceptibles de subir une ou plusieurs transitions électroniques. Les
substrats analysés sont le plus souvent en solution, mais peuvent également étre en phase

gazeuse et plus rarement a I'état solide (Ledier et al., 2013).
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11.7.2. Spectroscopie infrarouge a transformée Fourier (FITR)

Les spectroscopies Infrarouge et Raman sont des spectroscopies de vibrations basées
sur l'analyse des modes de vibration des molécules : les modes d'élongation et de déformation.
Les modes d'élongation symétrique ou antisymétrique font intervenir des variations de longueur
de liaison alors que les modes de déformation modifient, a longueurs égales, lI'angle entre ces
liaisons. Les fréquences de vibration dépendent des atomes mis en jeu et du type de liaison
considérée. Les modes de vibration et leur fréquence associée permettent ainsi I'identification

des différentes liaisons chimiques (Ledier et al., 2013).
11.7.3. Microscopie a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage permet de balayer une partie de la surface de
I’échantillon a I'aide d’un faisceau électronique d’un diamétre de quelques nanomeétres.
Contrairement a la microscopie optique, cette méthode permet de visualiser des caractéristiques
morphologiques avec un agrandissement élevé et une profondeur de champ accrue. En outre, il
se crée une interaction entre le faisceau électronique et les enveloppes atomiques des éléments
du matériau a analyser. Pendant le balayage, il se crée un rayonnement par fluorescence X qui
peut étre enregistré par un systeme d'analyse dispersive en energie (EDX) et utilisé a des fins

d’analyse (Janssens et Grieken, 2004).

11.7.4. La diffraction des rayons X (RDX)

La technique de diffraction des rayons X permet de connaitre I'état de cristallisation du dép6t

et d’identifier les phases cristallisées présentes dans un échantillon. Elle consiste a observer

I'interaction des rayons X avec la matiere. Lors du bombardement de la matiére par les rayons X, un

rayonnement est émis dans toutes les directions avec des ondes de méme phase et de méme longueur

d'onde. Cette diffusion entraine des interférences entre les ondes cohérentes diffusées par chaque plan

atomique formant ainsi une onde diffractée dont les caractéristiques dépendent de la structure

cristalline de la matiére. L'orientation du faisceau diffracte est donnée par la loi de Bragg : nA = 2

dhkl sin Ohkl. Les diffractogrammes enregistres pour les échantillons sont comparés a ceux des data

de référence rassembles dans les fiches ASTM (Birks et Friedman, 1946 ; Rau, 1962).

26



11.8. Application des nanoparticules d’argent

Les nanoparticules métalliques représentent une classe majeure de nanomatériaux, ou
des caractéristiques physico-chimiques singulieres offrent une plate-forme idéale pour
I'exploitation de ces nanomatériaux (principalement des nanoparticules d'argent) pour
I'électronique, l'optique, les articles ménagers, la catalyse, ainsi que pour diverses applications
biomédicales (Ge et al., 2014).

Parallelement a l'utilisation généralisée, au besoin en croissance exponentielle de
nanomatériaux et a la production & I'échelle industrielle de ces nanomatériaux, certaines
préoccupations ont émergé principalement d'individus soucieux de l'environnement et
écosensibles, y compris de nombreux chercheurs. Celles-ci proviennent du fait que la
production de nanoparticules impose une charge énorme sur l'environnement, puisque les
approches synthétiques conventionnelles necessitent souvent l'administration d'entités
chimiques toxiques au cours du processus de production, ce qui peut provoquer des réactions
nocives pour lI'environnement et éventuellement pour la santé animale et humaine ; de plus, ces
produits chimiques désagreables pourraient restreindre de maniére critique les possibilités

d'application et la biocompatibilité des particules générées (Wiley et al., 2005).

Ainsi, la demande pressante de nanoparticules metalliqgues doit s'accompagner
d'approches de synthese innovantes, peu codteuses et respectueuses de I'environnement afin de
minimiser ou d'éviter complétement lI'administration de produits chimiques dangereux et en
méme temps de diminuer lI'accumulation de déchets dangereux. Des alternatives de production
plus slres appliquant des solvants doux, des matériaux réducteurs ou stabilisants respectueux
de I'environnement ou des conditions expérimentales douces, ou méme impliquant I'application
de matériaux biologiques - tels que des extraits de plantes ou des biomolécules de plantes, ou
des bactéries, des champignons ou leurs lysats - sont appelées approches vertes (Mittal et al.,
2013 ; Namvar et al., 2015).

Les nanoparticules ont des applications dans de tres nombreux domaines tels que
I’optoélectronique, matériaux biocapteur, lithographie, la photocatalyse, la photonique, et des

applications plus vastes dans la sant¢ comme le montre I’image :
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Figure N°11 : Exemples d'utilisation des nanoparticules dans des domaines divers

(Marie Simonin).
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Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

La partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de
Département de Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université Belhadj Bouchaib (Ain

temouchent).

L’objectif de ce travail est de démontrer les activités biologiques des extraits aqueux et
des nanoparticules a base d’extrait aqueux d’Inula viscosa. Les expériences sont réalisées
comme suite :

1- Préparation des extraits de la plante

2- La synthése des nanoparticules d’ Argent en utilisant ’extrait aqueux des feuilles de 1’Inula
viscosa comme agent réducteur.

3- Etudier les propriétés biologiques des NPs d’Ag obtenus et d’extrait aqueux.

lll.1. Matériel végétal
l11.1.1. Recolte et identification du mateériel végétal

Notre étude est portée sur les feuilles et les fruits de plante 1’ Inula viscosa. La récolte de cette

plante a été faite pendant I’hiver dans la wilaya d’ Ain Temouchent.

PN96A |
z‘l‘ !
@::;5;‘; Terga '
‘l
[
\ B
H
[ NS6A | 2 ; ‘I
Ouled EliKihel
sty ol ~ \ We7
NSRA
| N2
- g
| N96 ] E

Figure N°12 : Localisation géographique de la région de récolte
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La partie aérienne de la plante a été séchée a 'ombre et a I’abri de I’humidité a température
ambiante pendant quelques jours. Une fois séchée, cette derniére a été soumise a 1’extraction.

I11.2 Montage et protocole général de la synthese
11L.2.1 Préparation de I’extrait aqueux des feuilles d’Inula viscosa

L'extrait aqueux a été préparé par chauffage a reflux de 5 g de biomasse (feuilles) dans un 50
ml de I'eau distillée a 60 °C pendant 15 minutes, et filtré a l'aide du papier filtre pour enlever
toutes les particules.

Préparation de ’extrait
aqueux des feuilles, Reflux a
60°C, 15 min

Extrait aqueux
des feuilles de
I’Inula viscosa

Filtration
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111.2.2. Biosynthése des nanoparticules d’argent

On commence par peser les Nitrates d’Argent (AgNO3), dans un erlenmeyer environ les 0.255¢g
d’AgNOs sont dissous dans 500 ml d’eau distillé jusqu’on obtient une solution aqueuse
transparente (la totalité du nitrate soit dissoute) Ensuite, dans le processus de synthése typique
de nanoparticules d'argent, ajouter 10 ml d’extrait aqueux déja préparé pour avoir une solution

aqueuse de 500 ml (490ml d’AgNO3 + 10ml d’extrait aqueux).

La solution est laissée pendant 24 h sous agitation. Apres 24 h, on observe un virage de
changement de couleur a partir de jaune au marron, ce changement de couleur a été noté et la
formation de nanoparticules est contrdlée en utilisant un spectrophotometre UV-Visible. Les
nanoparticules d'argent synthétisées ont été centrifugées a 5000 rpm / min pendant 60 minutes,
Le culot a été lavé avec de I'eau distillée plusieurs fois pour éliminer les impuretés pour obtenir

de la poudre d'AgNPs pure.
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Dissoudre Ag*NO3 dans I’cau distillée

Aprés 24 h

490ml de solution d’AgNO3 + 10ml d’extrait
des feuilles

5000 rpm/min
pendant 60min

AgNPs

Figure N°14 : Schéma illustrant le protocole de préparation de

nanoparticules d’argent par extrait des feuilles d’Inula viscosa
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1I1.3. Etude de I’activité antibactérienne

L’objectif de I’évaluation de I’activité antibactérienne de 1’Inula viscosa dans cette
étude, est de définir la sensibilité de certaines souches microbiennes qui causent des infections
redoutables chez I’humain et aussi certaines altérations aux aliments ainsi que leurs résistances
aux antibiotiques.

Pour évaluer et déterminer I’activité antibactérienne de la plante Inula viscosa nous avons
testées I’effet d’extrait aqueux et d’AgNPs sur différentes souches bactériennes, Elle a été

effectuée selon la méthode de diffusion en milieu gélose (antibiogramme).

Nous avons utilisé la méthode de diffusion sur disques (aromatogramme) pour tester
la sensibilité des souches. L’activité inhibitrice du produit se manifeste par la formation et
I’évolution d’une zone d’inhibition dans le milieu de culture autour du disque, elle est
considérée comme positive pour tout produit donnant un diametre d’inhibition supérieur a 8

mm (Pulusani et al., 1979).
111.3.1. Matériel biologique

111.3.1.1. Les souches bactériennes pathogénes

Les souches choisies pour tester I’activité antimicrobienne de nos produits, ont été fournies
par 1 American Type Culture Collection (ATCC), et ont été obtenues de laboratoire de

microbiologie d’Universitaire d’Ain Témouchent.

L’extrait et I’AgNPs d’Inula viscosa ont été évalues sur 4 souches de références de collection

internationale ATCC, Pour cela nous avons sélectionné :

Figure N°15 : souches bactériennes
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> Des Bactéries a gram négatif :
-Pseudomonas aeruginosa ATCC A22

-Escherichia coli ATCC

» Des Bactéries a gram positif :
-Staphylococcus aureus ATCC 25922

- Staphylococcus aureus ATCC 43300

36



Tableau N°06 : Présentation des différents microorganismes utilisés dans le travail

Souches
bactérien
nes
Pseudomo
nas
Aeruginos
a

Escherichi
a coli

Staphyloco
ccus
Aureus

Morphol
ogie

Bacilles a
gram
négatif
(Kanj et
Kanafani,
2011).

Coccobac
illes a
Gram
négatif

(Lugtenb
e-rg et
Van

Alphen,
1983).

Coccia
Gram
positif

immobile
(Handzlik
et al.,

2013).

Origine
et
habitat

Germe
ubiquitai
re vivant
en milieu

humide

et les
milieux
de soins
(Minche

Il-a et

all.,

2010).

Commen
sale du
tube
digestif
de
I’homme
et des
animaux
(Gibson
et al.,
2005).

Ubiquitai
re dont le
réservoir
est
localisé
au sein
de la
peau et
des
mugqueus
es
(Khallaf
et
al.,2014)

Effet
pathogéne

Photographie microscopique

Infections
urinaires,
pulmonaires
, Méningites,
septicémies
...etc.
(Khalifa et
all., 2011).

Diarrhées,
gastroentérit
es,
infections
urinaires
(Nauciel et
Vildé,
2005).

Intoxication
S
alimentaires,
infections
cutaneées :
peau,
cheveux,
nez et gorge
des
personnes et
des
animaux).et
des
muqueuses,
septicémies,
pneumonies
(El-Jakee et
al., 2008).

(Ayoub Bensakhria 2017).
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lll.3.2 Méthode

I11.3.2.1 Préparation des concentrations de I’extrait aqueux et I’AgNPs

Une série de dilution d’extrait aqueux et d’AgNPs a été réalisée avec un solvant
organique Diméthyle sulfoxyde (DMSO) en vue d’obtenir un mélange homogeéne a différentes
concentrations 12.5mg/ml, 25mg/ml et 50mg/ ml. On prépare ces différentes concentrations
d’extrait aqueux (sec) et d’AgNPs des feuilles d’Inula viscosa dans 1ml de DMSO et on a fait

agiter cette solution a 1’aide d’un vortex pour ’homogénéiser.

Solution d’AgNPs Solution d’extrait aqueux

Figure N°16 : Une série des différentes concentrations.
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111.3.2.2 Préparation du milieu de culture

Figure N°17 : Gélose nutritive M-H

On utilise le milieu gélose MH pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens est la
gélose nutritive Muller Hinton. Ce dernier a été stérilisé a ’aide d’un autoclave pendant 20min a
120°C. Avant d’utiliser la gélose MH est fondue dans un bain marie a 95°C.

111.3.2.3 Préparation des boites de pétris

Figure N°18 : Préparation des boites de pétris.
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. Faire fondre les milieux gélosés au bain marie & homogeénéisation.
J Laisser refroidir et solidifier les milieux.

I11.3.2.4. L’ensemencement et dépot des disques

L’ensemencement des souches testés a été réalisé par écouvillonnage sur la totalité
de la surface de milieu de haut en bas, en stries

serrées.

Figure N°19 : L’ensemencement des souches testées.

111.3.2.5. Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir de papier de wattman N°3 avec un diameétre de 6
mm, puis les introduits dans un flacon en verre et ils sont placés dans 1’autoclave pendant 20
min a 120°C pour la stérilisation.

Nous utilisons ces disques comme supports chargé des extraits a testé suivants par

’ajout de chaque concentration a I’aide d’une micropipette.

40



Figure N°20 : Déposition des disques a I’aide d’une pince bactériologique.

111.3.2.6. Lecture des résultats

L'activité antimicrobienne est déterminée apres 1’incubation des boites dans une étuve

a 37°C durant 24 h.

I11.4. Etude de ’activité anti-oxydante

Dans nos recherches, la mise en évidence de [P’activité anti-oxydante des
nanoparticules d’argent d’inula viscosa ainsi que de son extrait aqueux ont été examinés afin
de déterminer la capacité et fonctionnalité de piégeage des radicaux libres et de leur élimination
par I’action de nanoparticules de la plante ainsi de son extrait. (Bozin, Mimica-Dukic et al.,
2007).

111.4.1. Activité du radical DPPH

La capacité d'élimination des radicaux libres a été déterminée en mesurant l'activité de
piégeage des nanoparticules d’argent et de I’extrait aqueux de I’inula viscosa en utilisant les
radicaux libres du 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle, appelé DPPH. Ce dernier est un radical libre
stable présentant une absorbance maximale a 517 nm (Liang et Kitts, 2014).
L’estimation de I’activité antiradicalaire est exprimée par la valeur du pourcentage d’inhibition

(%lI) calculé a I’aide de la formule suivante :

%d’inhibition du DPPH = [(Ac — At) /Ac)] x100
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Avec Ac : absorbance de contréle (DPPH).

At : absorbance de I’échantillon (test).

La lecture spectrophotométrique se fait par la mesure de I’absorbance en UV de toutes
les solutions des AgNPs et des extraits aqueux préparés de différentes concentrations. La
mesure de cette réaction antiradicalaire est traduite par la diminution de ’absorbance a 517nm,
et ce dépendamment du degré antioxydatif et de la teneur des antioxydants de la plante Inula

viscosa (Hay et al., 2015).

Amdax= 517 nm

Yellow 7 7 7
/—\ /—\
v \_/

Oxidant -
—>
-

DPPH Antioxidant DPPH » +

Figure N°21 : Mécanisme de réaction de 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Mode opératoire

e Préparation de solution I’extrait et AgNPs
1 ml de chaque solution méthanolique des extraits aqueux et AgNPs a différentes concentrations
sont ajoutés a 1 ml de la solution méthanolique du DPPH fraichement préparée. Parallélement,

un contréle négatif est préparé en utilisant la solution méthanolique de DPPH a la méme

concentration utilisée.
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Figure N°22 : Préparation de solution
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Le mélange est incubé pendant 30 min a 1’obscurité et a la température ambiante, puis

la lecture des absorbances est effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV visible
(Brand-Williams, 1996).
Un témoin positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique
dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque
concentration le test est répété 3fois. Les résultats ont éteé exprimés en pourcentage d’inhibition
(1%) (Sanchez-Moreno, 2002 ; Bougandoura et Bendimerad, 2013).

- !

/‘ﬂgl \

FigureN°23 : La lecture des absorbances a
I’aide d’un spectrophotometre.

La courbe donnant la variation du (%l) en fonction des différentes concentrations de
I’extrait, permet de déterminer 1’activité antiradicalaire ou ECso (Efficient Concentration 50%),
définie comme étant la quantité d’extrait nécessaire pour diminuer de moiti¢ la concentration
initiale de DPPH. A titre d’indication, un standard : I’acide ascorbique connus pour leur effet

anti-radicalaire contre le DPPH ont éte testés en parallele.

I1L.5. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire, in vitro, d’extraits et AgNPs

Dans le présent travail ’activité anti-inflammatoire in vitro est évaluée par deux tests
dont le premier est le test d’évaluation de la toxicité d’extrait aqueux et de I’ AgNPs vis-a-vis
des globules rouges et le deuxiéme est le test d’évaluation de I’effet d’extrait aqueux et de
I’ AgNPs sur la stabilisation de la membrane des globules rouges en se basant sur la méthode
suivie par Shinde et ces collaborateurs (Shinde, Phadke et al., 1999).

L’activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux et de I’AgNPs de la partie aérienne d’Inula
viscosa éte réalisée in vitro dans ce travail. L’application de cette expérience se fonder sur
I’'usage des membranes érythrocytaires. En particulier, ces cellules représentent des similitudes

avec certaines membranes cellulaires dans notre organisme, tel que les lysosomes. L’évaluation
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du degré de I’activité anti-inflammatoire des composés de I’EA (I’extrait aqueux) ainsi que
I’ AgNPs de la partie aérienne de 1’Inula viscosa se mesure par la stabilisation des membranes
cellulaires en présence d’agent hémolytique, selon la méthode utilisée par Shinde et ces

collaborateurs avec de mineurs modifications (Shobana et Vidhya, 2016).
111.5.1. Echantillons de sang humain

Des échantillons de sang frais environ 6 ml ont été récupérés dans des tubes
héparinisés, a 1’université Belhadj Bouchaib d’Ain Témouchent ou la prise de sang a été
effectuée, sur des volontaires (22-24 ans) n’ayant pas pris de médicaments anti-inflammatoires,

durant les deux derniéres semaines avant le prélevement.
111.5.2. Préparation de la suspension des globules rouges humains

Les échantillons de sang récupérés ont été centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. Le
surnageant est par la suite éliminé et le culot de globules rouges a été lavé trois fois avec 1’eau
physiologique, jusqu’a I’obtention d’un surnageant clair, en centrifugeant a chaque fois a la
vitesse 3000 rpm, pendant 5 min. Le volume de globules rouges a été mesuré afin de préparer
une suspension de 10% (v/v) de globules rouges humains (Shinde, Phadke et al., 1999), avec

I’eau physiologique.

Figure N°24 : Préparation de la suspension des GR
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II1.5.3 Evaluation de la toxicité d’extrait aqueux et de ’AgNPs vis-a-vis des globules

rouges

Avant d’entreprendre le test de I’activité anti-hémolytique d’extrait aqueux et d’AgNPs,
un test de toxicité est nécessaire afin de cibler les concentrations a utiliser. En effet, 1.6 ml de
différentes concentrations d’extrait aqueux et d’AgNPs, ainsi que Diclofénac, pris comme
molécule anti-inflammatoire de référence, ont été mélangées avec 0.4 ml de la suspension de
globules rouges a 10%. Le mélange a été incubé a 37°C pendant 30 min, puis centrifugé a 3000
rpm pendant 10 min. L’absorbance du surnageant a été effectuée a 560 nm, a 1’aide d’un

spectrophotometre.

Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, un contrdle
incluant 0.4 ml de la suspension de globules rouges et 1.6 ml d’eau physiologique, a la place de
I’extrait aqueux et de I’ AgNPs, a été préparé pour vérifier 1’état des globules rouges ou le 100%

d’hémolyse. Le pourcentage d’hémolyse est calculé comme suite :

% d’hémolyse = (At / Ac) *100

Ou : At : Absorbance de 1’échantillon (test)

Ac : Absorbance de contrdle (100% d’hémolyse)

Figure N°25 : Dilutions de I'extrait aqueux
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111.5.4. Evaluation de I’effet d’extrait aqueux et de ’AgNPs sur la stabilisation de la
membrane des globules rouges

Le test se base sur I’effet d’extrait aqueux et de I’AgNPs de la plante étudiée sur la
stabilisation des érythrocytes, aprés induction de ’hémolyse par une solution hypotonique

associée a une temperature élevée, selon le protocole de (Ganesh et al.,2013).

Dans des tubes a hémolyse, 0.5 ml d’extrait aqueux et d’AgNPs ainsi que Diclofénac, 1.5ml du
tampon phosphate (PH 7.4) et 2 ml de la solution hyposaline (NaCl a 0.36 %) ont été mélangés
et incubés, a 37°C pendant 20 min. Par la suite, un volume de 0.5 ml de la suspension des
globules rouges (10%) a été rajouté pour chaque tube, enchainé d’une incubation a 56°C
pendant 30 min. Les tubes ont été mis dans 1’eau froide pendant 20 min, afin d’arréter la réaction

ensuite, centrifugé a 3000 rpm pendant 5 min.

La lecture d’absorbance du surnageant est fait a 560 nm, a 1’aide d’un spectrophotometre.

Le controle consiste en un mélange de 2 ml de la solution hyposaline, 2 ml du tampon PBS, 0.5
ml de la suspension érythrocytes et 0.5 ml d’eau physiologique. Le Diclofénac est utilisé comme
molécule de traitement anti-inflammatoire, avec les mémes concentrations que 1’extrait aqueux
et ’AgNPs.

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon I’équation suivante :

% d’inhibition de I’hémolyse = [(Ac — At) /Ac] *100

Ou : Ac : Absorbance de contrble

At : Absorbance de I’échantillon (test)
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Figure N°26 : Solutions (EA/AgNPs/Diclofénac) de test de stabilisation membranaire.
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Chapitre 1V : Résultats et Discussion

Résultats et Discussion

Ce chapitre présente les méthodes expérimentales utilisées dans le cadre de cette étude.
Le but de ce chapitre est de présenter la méthode de synthése des NPs d’argent par chimie verte
utilisée dans notre chapitre avec des tailles et des formes bien contrélées qui reste toujours un
défi majeur. Dans ce contexte, nous cherchons a développé nouvelles stratégies de synthese
simples, reproductibles en utilisant le minimum possible de réactifs chimiques non toxiques.
La voie verte des nanoparticules métalliques (NPs) a attiré une attention considérable ces
dernieres années car ces protocoles sont simples, peu couteux et plus respectueux de
I'environnement que les méthodes de synthése standard. Dans ce chapitre, nous rapportons une
méthode simple et respectueuse de I'environnement pour la synthése des NPs métalliques en

utilisant une solution aqueuse d'extrait de plante Inule visqueuse en tant que bio-réducteur.

IV.1. L’évaluation de I’activité antibactérienne

Lactivité¢ antibactérienne d’extrait aqueux et des nanoparticules a base d’extrait
aqueux a ete évaluée in vitro, sur différentes souches bactéeriennes, par la méthode de diffusion
sur disque en milieu solide. Vis —a vis deux bactéries Gram positif dont fait partie :
Staphylococcus aureus ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 43300 et deux bactéries
Gram négatif dont fait partie : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ATCC A22.

Cette méthode consiste a déposer des échantillons sur un milieu nutritif, elle permet de voir
directement I’effet antibactérien du matériau soit par I’apparition d’un halo d’inhibition autour

des disques de 1’échantillon si celui-ci diffuse, soit par ’absence de la croissance bactérienne

dans la zone ayant été en contact avec le matériau si celui-ci est inhibiteur.
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Figure N°27 : Résultats d’aromatogramme de I’activité antibactérienne des

Nanoparticules a base d’extrait (AgNPs) et extrait aqueux (E.aq) réalisé par la méthode

de diffusion sur disque.

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux et de nanoparticules d’argent est évaluée en
fonction du diamétre qui indique leur pouvoir d’inhibition. Les résultats des tests antibactériens

sont présentés dans les figures 28, 29, 30.

IV.1.1. Résultats de test d’aromatogramme I’activité antimicrobienne d’extrait aqueux de

la plante

A la lumiére des résultats obtenus de I’activité antibactérienne et d’aprés la figure N°28
on observe que les bactéries testées sont extrémement sensibles a I’extrait aqueux d’Inula
Viscosa. Généralement, cette sensibilité touche les bactéries a gram positif et les bactéries a
gram négatif que nous 1’avons évaluées ce qui montre leurs pouvoir antibactérien. Dans la
troisieme concentration 50 mg/ml de I’extrait aqueux a montré une forte activité contre les
quatre souches bactériennes testées. La deuxiéme concentration de ’extrait aqueux 25 mg/ml

a induit ainsi une forte activité contre les souches bactériennes, et la troisieme concentration
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12.5 mg/ml d’extrait aqueux a montré une activité légere contre les bactéries P.a A22, S.a 25922

et E.coli et un faible effet contre la bactérie S.a43300.
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Figure N°28 : Représentation graphique de I’activité antibactérienne d’extrait aqueux

de la plante Inula Viscosa réalisée par la méthode de diffusion sur disque.

IV.1.2. Résultats de test d’aromatogramme ’activité antimicrobienne des nanoparticules

a base de la plante Inula Viscosa

La figure N°29 a montré quelle que soit la bactérie utilisée, on observe des halos
d’inhibition autour d’AgNPs, ce qui signifie qu’il y a des phénomenes de diffusion de ’agent
antibactérien et qui indiquaient que les AgNPs présentent un effet inhibiteur de la croissance
bactérienne. D’apres la figure N°29 les valeurs enregistrées dans la premiére concentration 12.5
mg/ml a montré une sensibilité modérée contre les quatre souches bactériennes. La deuxieme
concentration 25 mg/ml on observe aussi une activité inhibitrice modérée aussi dans les quatre

souches étudiées, et la troisieme concentration 50 mg/ml a montré une tres forte sensibilité dans
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la totalité des souches bactériennes testées. Donc cela signifie que plus la concentration des

nanoparticules d’argent augmente plus I’activité antimicrobienne et la sensibilité augmente.
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Figure N°29 : Représentation graphique de P’activité antibactérienne des nanoparticules
réalisée par la méthode de diffusion sur disque.

IV.1.3. Comparaison entre les résultats de test d’aromatogramme [Pactivité
antibactérienne des nanoparticules a base de la plante Inula Viscosa et I’extrait aqueux

de la méme plante

Afin d'examiner I’activité antimicrobienne d’extrait aqueux d’Inula viscosa, solution
d’extrait aqueux et des nanoparticules d’argent synthétis¢ AgNPs, on observe que les
différentes souches de bactéries étudiées réagissent differemment aux solutions testées, méme
s’il s’agit de deux souches d’'un méme gram bactérien. Il ressort a travers 1’observation des
zones d’inhibition dans la figure précédente que AgNPs testé manifestent avec des zones
d’inhibition dont le diametre varie de 12 a 16 mm et un effet antibactérien élevé, par contre on
observe que la sensibilité des bactéries contre I’extrait aqueux est moins importante par rapport

I’AgNPs. Ainsi que on enregistre les meilleures zones d’inhibition et la meilleure activité avec
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les concentrations (12,5 /25 /50 mg/ml) d’AgNPS. Donc I’AgNPs a une forte activité par

rapport I’extrait aqueux contre les quatre souches bactériennes testées.
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Figure N°30 : Représentation graphique montre la comparaison entre les résultats de
I’activité antimicrobienne des nanoparticules et d’extrait aqueux de la plante Inula

viscosa.

Selon nos études et nos résultats, on a trouvé que I’extrait aqueux d’Inula viscosa a un effet
antibactérien faible contre les bactéries testées, ce qui signifie que ce sont des souches
résistantes a 1’extrait aqueux avec une zone d’inhibition maximale 7mm, et concernant les
bactéries a gram négatif E. Coli et P.a A22 s’est avéré qu’elles sont résistantes a notre extrait
aqueux d’Inule visqueuse avec un diamétre d’inhibition en moyenne inférieure a 8mm, ce qui
est d’accord avec les résultats de (Ould mammar et Abane, 2021) qu’ils ont trouvé que les
bactéries a gram négative sont moins sensible.

Concernant les bactéries a gram positif S.a 25922 et S.a 43300 ont nous montré qu’elles sont

aussi résistantes a I’extrait aqueux d’Inula viscosa en moyenne d’inhibition de 7mm.

Les résultats obtenus confirment les hypothéses données par (Smith et al., 2001) la
forte sensibilité des bactéries gram* vis-a-vis de notre extrait et contrairement a celle obtenue
par les bactéries gram peut s’expliquer par la différence de la structure de la paroi constituant

les différentes bactéries gram+ et gram-.
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La paroi des Gram™ présente une structure plus fine mais plus complexe que celle des
grams™ Malgré cela la paroi des gram- constitue une membrane externe qui crée une barriere
imperméable tandis que les grams™ en sont dépourvues.

Plusieurs études récentes ont démontré que les AgNPs biosynthétisés ont de puissants effets
antimicrobiens dans différents micro-organismes (Puiso et al., 2014).

Les résultats des nanoparticules d’argent et 1’effet antibactérien contre les souches

testées, et d’apres les études de (Ahsan et al., 2020), il a été rapporté que les nanoparticules
d'argent démontrent une bonne activité antimicrobienne contre différents agents pathogenes,
d’autre étude de (Urnukhsaikhan et al., 2021) sur leur plante Carduus Crispus qui est de la
méme famille de notre plante Inula viscosa ils ont montré que toutes les nanoparticules d'argent
synthétisées avaient une activité antibactérienne efficace contre les souches bactériennes Gram-
négatives E. Coli et Gram* positives M.luteus. La zone d’inhibition de E. Coli et M.luteus était
de 7+0.2 / 7.7£0.4 mm respectivement ce qui n’est pas en accord avec nos résultats, qu’on a
trouvé une zone d’inhibition de E. Coli et S.a 25922 de 15 et 15.8 mm respectivement.
Le mode d'action des AgNPs contre les bactéries n'est pas encore complétement
élucidé. Cependant, plusieurs hypotheses expliquent [lactivité antibactérienne des
nanoparticules d'argent : (1) generation d'especes réactives de l'oxygene (Jyoti et al., 2016)
(2) : la libération d'ions Ag* des AgNPs dénature les protéines en se liant avec des groupes
sulfhydryles (Siddiqi et al., 2018) ; (3) la fixation des AgNPs sur les bactéries et les dommages
ultérieurs aux bactéries (Banala et al., 2015) , Les multiples rapports publiés sur l'activité
antibactérienne des nanoparticules d'argent contre les bactéries gramnégatives et gram®
positives ont montré que les nanoparticules d'argent avaient une légére activité antibactérienne
sur les bactéries gram* positives. Fait intéressant, AgNPs synthétisé par Inula viscosa présenté
une inhibition efficace sur les bactéries gram™ positives et gramnégatives, ce qui peut étre
interprété comme le fait que l'activité antibactérienne des nanoparticules d'argent n'est pas
affectée par la différence dans la paroi bactérienne.

La morphologie de la paroi cellulaire est en partie responsable de I'effet exercé par les
nanoparticules sur les bactéries. Cela peut étre di au fait que, comme les bactéries Gram
positives manquent d'une membrane protectrice autour des couches de peptidoglycanes dans la
paroi cellulaire. Cela permet aux nanoparticules d'interagir plus facilement avec la membrane
externe jusqu'a la rompre et ainsi d'inhiber avec une plus grande efficacité la croissance des
bactéries Gram positives. Ceci est similaire aux résultats obtenus dans la présente étude,
puisque S. aureus présentait une plus grande sensibilité aux nanoparticules d'argent (Hajipour
et al.,, 2012).
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Il a été constaté que les bactéries Gram négatives sont plus sensibles aux AgNPs que
les bactéries Gram positives. Cependant, les chercheurs ont rapporté des résultats opposés en
faisant valoir que les bactéries Gram positives sont plus sensibles a I'effet des nanoparticules. 11
est possible que la variation des résultats soit due a des différences dans la composition
structurelle et moléculaire des bactéries, ainsi que dans la concentration d'inoculum et la taille

et la forme des nanoparticules (Patil et Kim., 2017).
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IV.2 L’évaluation de ’activité anti-oxydante

L’évaluation de I’activité anti-oxydante est faite par plusieurs techniques. Ces
méthodes se basent exclusivement sur la capacité réductrice ou piégeage des radicaux comme
étant un indicateur de son potentiel antioxydant.

L’activité antioxydant des extraits aqueux des feuilles de Inula viscosa et les NPs d’Ag a été
déterminée par I’ Activité antiradicalaire DPPH et I’acide ascorbique est utilisé comme standard
(molécule de référence) car il a une activité d’inhibition des radicaux assez importante pour

préparer la gamme d’étalonnage.

Calcule d’ICsp

L’ICsxo est la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH. Les valeurs
inférieures d’ICso indiquent I'efficacité de 1’échantillon et ainsi un pouvoir antioxydant plus
fort. En générale, Les extraits les plus riches en composés phenoliques manifestent les activités
les plus importantes contre le radical DPPH.

Les mesures de I’inhibition d’absorbance du DPPH provoquée par la présence d’extrait
aqueux et NPs d’Ag d’Inula viscosa apreés 30 minutes d’action ont permis de déterminer le
pourcentage d’inhibition (1%) de chaque dilution.

Les résultats de pourcentage de I’activité anti-oxydante en fonction de concentrations
des échantillons testées qui causent la réduction de 50% de DPPH sont résumeés dans les figures
suivantes :

Les valeurs d’ICso des huiles étudies ont été estimées, en utilisant la courbe de tendance

polynomiale :

Y=ax?+hbx+c

Avec :
Y : 50% (pourcentage de réduction de DPPH).

X 1 I1Cso (Concentration d’échantillon).
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IV.2.1. Variation du pourcentage de réduction en fonction de la concentration de chaque

échantillon

a- Activité antioxydante de I’extrait Aqueux

La figure N° 31 montre que plus la concentration d’extrait est élevée plus le

pourcentage de I’activité anti-oxydante augmente et la dégradation du DPPH augmente aussi.

E.aq%
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0 1 2 3 4

Concentration en mg/ml

Figure N°31 : Variation du pourcentage de ’activité antioxydante en fonction de la

concentration d’extrait aqueux.

b- Activité antioxydante des Nanoparticules (NPSs)

Les résultats de ce test montrent qu’il y a une corrélation positive entre la concentration

des nanoparticules d’Ag de la plante et le DPPH dégradé. Plus la concentration des NPs d’Ag

d’Inula viscosa augmente plus I’activité anti-oxydante augmente donc le DPPH dégradé

augmente (Figure N°32).
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Figure N°32 : Variation du pourcentage de ’activité antioxydante en fonction de la
concentration des nanoparticules.

c- Activité antioxydante de I’acide ascorbique

L’acide ascorbique est considéré comme le témoin de 1’activité antioxydante parce
qu’il est le meilleur piégeur des radicaux libres, d’aprés la figureN°33 le I1Cso de cet acide est
0.0033mg/I.
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Figure N°33 : Variation du pourcentage de I’activité antioxydante en fonction de la
concentration d’acide ascorbique.
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1V.2.2. Les valeurs des ICso de I’extrait aqueux, de ’HE et I’acide ascorbique

Les valeurs 1Cso calculées pour l'acide ascorbique, les nanoparticule d’argent et
I’extrait aqueux de /’Inula viscosa étaient respectivement de 0.0033, 0.1815 et 0.8082mg/ml.

Une faible valeur refléte une plus grande activité antioxydante de I'échantillon.

Echantillons de la Extrait aqueux Nanoparticules Acide Ascorbique
plante Inula d’Argent
Viscosa
1Cso 0.8082 0.1815 0.0033

Tableau N°07 : Valeurs des ICso de E.aq, AgNPs et A.Ascorbique.

1V.2.3. Comparaison de I’extrait aqueux et les nanoparticules avec acide ascorbique par
rapport 1Cso
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Figure N°34 : Représentation graphiqgue montre la comparaison entre les résultats de
Pactivité anti-oxydante des nanoparticules et d’extrait aqueux avec I’A.Ascorbique de la

plante Inula viscosa.

Sur la base de ces tests, les NPs d’argent et I’extrait aqueux ainsi que I’acide ascorbique

ont montrés des différentes significatives dans leur capacité de piégeage du radical libre.
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Parmi les concentrations différentes d'acide ascorbique et d'extrait aqueux ainsi que de
les NPs d’Ag de la partie aérienne de I’Inula viscosa, les concentrations les plus élevées étaient
respectivement de 0.8082mg/ml pour D’extrait aqueux, suivi de 0.1815mg/ml pour les
nanoparticules d’argent d’Inula viscosa et enfin de 0.0033mg/ml pour I’ Acide Ascorbique. Ces
résultats montrent que les deux échantillons (E.aq et AQNPSs) présentent une capacité de piéger
le radical DPPH. Les NPs d’Ag de la plante d’Inula viscosa étaient les plus actifs par rapport
I’extrait aqueux. Comme figurant dans, les deux échantillons (L’extrait aqueux et NPs d’Ag)
possedent une capacité de neutralisation de DPPH® a celui de standard (acide ascorbique).

L’analyse des résultats d’ICso de notre extrait d’Inula viscosa, montre que I’extrait de
Inula viscosa qui donne I1Csp = 0.8082 mg/ml, a une faible activité antioxydante ce qui n’est
pas le cas avec les résultats d’étude de (Oufaida et Zerkaoui, 2019) qu’ils ont trouvé un bon
résultat et une bonne activité anti-oxydante de 1’extrait aqueux de I’Inule visqueuse avec ICso
= 1.4pg/ml.

Le DPPH est un composé radicalaire stable et recoit des électrons ou de I'hydrogéne
des AgNPs. Les résultats de piégeage des radicaux libres montrent que le pourcentage
d'inhibition augmente avec l'augmentation de la concentration d'AgNPs. Les résultats de notre
étude ont ainsi confirmé Il'activité anti-radicalaire des AgNPs. La raison potentielle de l'activité
antioxydante des AgNPs peut étre corrélée a I'existence de composés bioactifs présents en
eux. Le pourcentage le plus élevé d'inhibition dans les AgNPs était de 80 %, ce qui était
inférieur a celui de l'acide ascorbique 96 %. Des études similaires avec une activité de piégeage
du DPPH améliorée par les AgNPs a partir d'extrait de feuilles Artemisia
marschalliana qui est de la famille Astéracées ont trouvé que le pourcentage le plus élevé
était de I’acide ascorbique d’un pourcentage égale a 92%, par contre les AgNPs sont égales a
61% inférieur a ce dernier (Salehi et al., 2016).

Dipankar et Murugan (2012) ont rapporté des activités antioxydantes et biologiques

améliorées des AgNPs synthétisés a partir de Irisine herbes des extraits aqueux de feuilles.

Abdel-Aziz et al. (2014) ont découvert que les AgNPs synthétisés a laide
Chenopodium murale I'extrait de feuille possédait une activité de piégeage des radicaux

libres plus élevée que I'extrait de plante seul.
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1V.3. Etude de Pactivité anti-inflammatoire

1V.3.1. Evaluation de la toxicité des nanoparticules et d’extrait aqueux de la plante Inula

viscosa vis-a-vis des globules rouges

Pour mettre en évidence I’activité anti-inflammatoire in vitro de nanoparticule et
I’extrait aqueux de Inula viscosa, deux tests sont réalisés : le test de stabilisation membranaire
des globules rouges et le test d’hémolyse. Le Diclofénac est utilisé comme un anti-
inflammatoire de référence. Les résultats de pourcentage de I’activité anti-inflammatoire en
fonction de concentration des échantillons testés (NPs d’Ag, E.aq et Diclofénac) sont montrés
dans les graphiques suivants :

120

100

M E.aqueux
B NPS

Diclofinac

Pourcentage d'hémolyse (%)

50 100 150
Concentration en mg/ml

Figure N°35 : Evolution du pourcentage d’hémolyse des suspensions érythrocytaire en
fonction des différentes concentrations des nanoparticules et d’extrait aqueux par

rapport Diclofénac.

Selon les données de la figure N°35, les différentes solutions de nanoparticules ont
démontré un taux d’hémolyse assez importante et plus élevé 70 % a 150 mg/ml de la membrane
érythrocytaire induite dans la solution hypotonique, et ces valeurs sont comparable a celle de la
molécule de référence Diclofénac qui est de 90 % a la concentration 150 mg/ml. Par contre

I’extrait aqueux a démontré un taux d’inhibition moins important de la lyse de la membrane
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érythrocytaire, ou on enregistre meilleure pourcentage d’inhibition avec la concentration 150
mg/ml a 45 %.

Donc on déduit d’aprés ces résultats que plus la concentration des solutions (AgNPs, E.aq et
Diclofénac) augmente, plus I’activité d’inhibition augmente, et que les nanoparticules ont une

activité anti-inflammatoire tres importante pour protéger les membranes érythrocytaires.

IV.3.2. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire, in vitro, des nanoparticules et

d’extrait aqueux de la plante Inula viscosa

B E.aq
= NPS

= Diclofinac

Pourcentage d'inhibition de I'hymolyse

100 150

Concentration en mg/ml

Figure N°36 : Evolution des pourcentages d’inhibitions de I’hémolyse des suspensions
érythrocytaire en fonction des différentes concentrations en nanoparticules et extrait
aqueux de la plante Inula viscosa.

Selon les résultats obtenus dans la figure N°36, toutes les solutions de concentration
différentes a tester montre une activité anti-inflammatoire importante qui protége les membranes
érythrocytaires contre 1’hémolyse, avec des pourcentages d’inhibition moyens de 80 % a 87 %.
Nous constatant que lorsque la concentration augmente, la vitesse d'hémolyse diminue et la
protection des membranes augmente. Dans les mémes conditions le Diclofénac a montré un effet
¢galement supérieur par rapport les nanoparticules et I’extrait aqueux avec un pourcentage égal a
90 %. Les résultats de pourcentage d’inhibitions des nanoparticules sont rapprochés au résultat de
Diclofénac. Donc on déduit que les nanoparticules ont un effet trés important et une forte activité

anti inflammatoire comme la molécule de référence.

63



Une étude preliminaire sur les activités anti-inflammatoire de spilanthes acmella de
famille astéracée a été réalisée par (Chakraborty et al., 2004), dans un modele expérimental
d'inflammation aigué, les auteurs ont utilisé le carraghénane comme l'un des agents

phlogistiques standard pour tester les médicaments anti-inflammatoires, pour induire un cedéme
de la patte arriere chez un rat. Les résultats ont démontré que l'extrait aqueux de S.

acmella supprimait de manicre significative I'eedéme de la patte induit par la carraghénane et
augmentait le seuil de douleur chez I'animal expérimental. Les activités anti-inflammatoires de
I’extrait aqueux de S. acmella peut étre attribué a la présence de flavonoides, qui sont connus
pour cibler les prostaglandines pendant la phase tardive de l'inflammation aigué et de la
perception de la douleur.

Ces résultats ont confirmé que l'inflammation peut étre atténuée par I'extrait de S.

acmella et que le composé bioactif responsable de cela était le spilanthol.

D’aprés nos résultats obtenus, cela veut dire que notre extrait d’Inula viscosa a un effet
anti-inflammatoire et puisse étre développé thérapeutiquement pour un large éventail de

troubles inflammatoires.

Donc les deux extraits de différentes plantes qui sont de méme famille en accord qu’ils

ont la capacité de rendre moins grave et diminuer 1’inflammation.

Il est bien connu que la phase aigué de linflammation se caractérise par une
augmentation du débit sanguin et de la perméabilité vasculaire ainsi que par lI'accumulation de
liquide, de leucocytes et de médiateurs inflammatoires tels que les cytokines (Feghali et
Wright., 1997). La production de cytokines est I'événement clé dans la régulation d'une réponse
inflammatoire, et récemment [lattention s'est concentrée sur l'effet des nanoparticules

synthétisées en tant qu'inhibiteurs sélectifs des cytokines (Aparna et Mani., 2015).

D’apres les études de (Erjaee, 2017) ont trouvé que les AgNPs synthétisés inhibent de
maniére significative la réponse inflammatoire induite par le carraghénane. Bien que l'activité
anti-inflammatoire des AgNPs synthétisées soit bien documentée, le mécanisme exact par
lequel les nanoparticules exercent leur bioactivité n'a pas encore été élucidé (David et al.,
2014).

Il est suggéré que le mécanisme anti-inflammatoire des AgNPs pourrait étre associé a

une inhibition des médiateurs inflammatoires. De plus, les résultats de la présente recherche
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peuvent indiquer que les AgNPs ont un effet d’inhibition trés élevé comme le diclofénac (la

molécule de référence).

En générale, les AgNPs synthétisés ont montré des effets anti-inflammatoires plus
importants que I'extrait aqueux de Inula viscosa seul. Cela peut s'expliquer par l'action anti-
inflammatoire synergique de I'Ag et de divers composés phytochimiques présents dans I'extrait
de Inula viscosa. Il existe différents constituants phytochimiques présents dans les AgNPs
synthétisé€s et par conséquent, une activité anti-inflammatoire et plus ¢levée des AgNPs sera
produite par rapport a I’extrait aqueux d’Inula viscosa. Cela suggere que les AgNPs peuvent
faciliter 'accumulation locale et la persistance d'extraits naturels dans la zone de I'inflammation
et par conséquent, une perméabilité et un effet de rétention accrus des AgNPs ainsi que
I'absorption des AgNPs dans la zone d'inflammation (David et al., 2014).

Les résultats obtenus a partir de la présente étude étaient en accord avec les rapports
indiquant l'activité anti-inflammatoire des AgNPs biosynthétisés, puisque on a trouvé une forte
activité avec les nanoparticules dans 1’évaluation de I’activit¢ hémolytique et la stabilisation

des globules rouges (érythrocytes).

On déduit apres les résultats obtenus que 1’extrait aqueux et les nanoparticules d’argent

d’Inula viscosa contient des activités antioxydantes, antibactériennes et anti-inflammatoires.

Les plantes disposent un large éventail de mécanisme de défense pour contrer les stress
physiques, chimiques et biologiques tels que la sécheresse, le froid, les métaux lourds, les

polluants et les attaques d’agents pathogenes (Stintzi et al., 1993 ; sels et al., 2008).

La résistance générale est obtenue par la libération de métabolites secondaires comme
les phytoalexines, les tanins et les composés polyphénoliques qui intervient a des activité
antioxydante (Saboki et Singh, 2011 ; Sinha et al., 2014). Car le déséquilibre de la libération
des radicaux libres peut conduire a des dommages importants des molécules de I’ADN, aux

protéines et aux lipides (Ames et al., 1993).

L activité antioxydante intervienne de méme au cours du processus de réponse anti-
inflammatoire, par l'inhibent de la libération de radicaux libres au cours de réponse

inflammatoire (Arulselvan et al., 2016).
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Conclusion

La synthése des nanoparticules d'argent par une méthode biologique, en particulier des
extraits de plantes, fournit une synthése naturelle, écologique, économique et rapide de
nanoparticules d'argent. La présente étude rapporte la synthése de nanoparticules d'argent avec
la plante médicinale Inula viscosa dans la réduction des ions d'argent et la stabilisation des
nanoparticules d'argent. Il a été rapporté que les plantes médicinales sont une riche source de
composés phénoliques tels que les flavonoides et les acides phénoliques, etc.

De plus, les organes végétaux contiennent différentes teneurs en composés
phénoliques donc les feuilles de la plante Inula viscosa été choisis pour cette étude.

Les applications biologiques des nanoparticules ont montré qu'elles ont une efficacité
trés élevee et présentait également un potentiel antimicrobien a large spectre contre différentes
souches microbiennes. Nos résultats ont souligné que les nanoparticules d’argent peuvent étre
proposees comme des outils efficaces pour réduire les populations microbiennes et comme

antibiotique.

Notre étude a montré que les AgQNPs phytosynthétises présentent un effet antibactérien

contre les bactéries a gram* positives (S.a 25922 et S.a 43300) et bactéries a gram™ négatives
(E.coli et P.a A22). Cependant, une inhibition plus forte a été observée chez toutes les bactéries

a differente gram, Sur la base des données obtenues, nous suggérons que les AgNPs
phytosynthétisés sont de bonnes alternatives dans les applications médicinales et

thérapeutiques.

D'apreés les résultats de I'analyse de piégeage des radicaux DPPH, il a été démontré que
les AgNPs possedent des propriétés antioxydantes a différentes concentrations.

Par conséquent, Inula viscosa ainsi que ses métabolites, peuvent avoir un rdle
potentiel en tant qu'antioxydant naturel viable pour la prévention de diverses maladies
potentiellement mortelles. D'autres études cliniques doivent étre vérifiées pour la prévention et

le traitement futurs des maladies chroniques.
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Le pouvoir anti-inflammatoire étudie en utilisant la méthode de la stabilisation
membranaire des érythrocytes, a montré des propriétés anti-inflammatoires assez importantes

de nos nanoparticules d’argent, semblable a celle de Diclofénac.

L’évaluation de ’activité anti-inflammatoire d’Inula viscosa montre que cette plante
possede un pouvoir pharmacologique, ce qui supporte son usage traditionnel pour le

soulagement de diverses affections inflammatoires.

Ces résultats restent preliminaires et nécessitent des études complémentaires
approfondies a différents niveaux de 1’approche par d’autres techniques d’extraction et d’autres
analyses. Les activités antibactériennes et anti-oxydantes et anti-inflammatoires doivent étre
évaluées dans d’autres systémes in vitro (cellulaires et enzymatiques) comme in vivo afin de
mieux cerner les interactions moléculaires de ces huiles vis-a-vis de leurs cibles.

Malgré toutes les études menées, il reste encore plusieurs questions ouvertes et il
manque une description de sa biodisponibilité qui n'a pas été étudiée de maniere
approfondie. Par conséquent, d'autres études sont nécessaires pour étudier le réle écologique et

le mécanisme d'action de Dittrichia.
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Résumé :

Inula viscosa, est une plante annuelle, herbacée. Elle est largement distribuée dans le bassin
mediterranéen, appartient a la famille Astéracée. La partie aérienne de cette plante considérée
comme la partie la plus importante en raison de la présence des métabolites secondaire qui
exercent plusieurs propriétés biologiques importantes telles que des propriétés anti-
inflammatoires, anti-oxydantes, antibactériennes et anticancéreuses. Dans cette étude les
feuilles d’Inula viscosa ont été étudiées pour leurs propriétés biologiques antibactériennes, anti-
oxydantes et anti-inflammatoires. Les résultats obtenus ont montré que les nanoparticules
d’argent a base d’extrait aqueux d’Inula viscosa possédent une activité anti-radicalaire qui
permet la dégradation du DPPH avec un ICso de 0.1815 mg/ml. Ainsi que, ces nanoparticules
d’Argent ont un effet inhibiteur de I’hémolyse des globules rouges (présence d’activité anti-
inflammatoire) avec un pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse de 87%. Cet effet est
comparable a celui révélé par le Diclofénac (anti-inflammatoire). Ces résultats valident
scientifiquement I’utilisation traditionnelle de Inula viscosa autant qu’un anti- inflammatoire.
Aussi les résultats obtenus montrent que les nanoparticules d’argent (AgNPs) ont une forte
activité antibactérienne et les bactéries testées E.coli, S.a 25922, S.a 43300 et P.a A22 sont
extrémement sensibles a la concentration 50 mg/ ml d’ AgNPs.

Mots clés : Anti-inflammatoire — Nanoparticules — Inula viscosa — DPPH — Bactéries —
Antibactérienne — anti-oxydante — Astéracée — Argent
Abstract:
Inula viscosa, is an annual, herbaceous plant. It is widely distributed in the Mediterranean basin,
belongs to the family Asteraceae. The aerial part of this plant considered as the most important
part due to the presence of secondary metabolites that exert several important biological
properties such as anti-inflammatory, antioxidant, antibacterial and anticancer properties. In
this study the leaves of Inula viscosa were studied for their biological antibacterial, antioxidant
and anti-inflammatory properties. The results obtained showed that silver nanoparticles based
on aqueous extract of Inula viscosa have an anti-radical activity that allows the degradation of
DPPH with an 1Csg of 0.1815 mg/ml. These silver nanoparticles have an inhibitory effect on
the hemolysis of red blood cells (presence of anti-inflammatory activity) with a percentage of
hemolysis inhibition of 87%. This effect is comparable to that revealed by Diclofenac (anti-
inflammatory). These results scientifically validate the traditional use of Inula viscosa as an

anti-inflammatory. Also, the obtained results show that silver nanoparticles (AgNPs) have a
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strong antibacterial activity and the tested bacteria E.coli, S.a 25922, S.a 43300 and P.a A22
are extremely sensitive to the concentration 50 mg/ ml of AgNPs.

Keywords: Anti-inflammatory - Nanoparticles - Inula viscosa - DPPH - Bacteria -

Antibacterial - antioxidant - Asteraceae — Silver
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