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Résumé

L’utilisation de I’extrait des plantes comme un biorédecteur pour la production des
nanoparticules d’argent a attiré 1’attention en raison de son protocole rapide, écologique, non

pathogene et économique.

ce travail est d’étudier la possibilité de syntheése des nanoparticules d’argent a I'aide d'extrait de
plante Retama raetam, et caractérisation de ces nanoparticules par, UV visible, FTIR, pour
déterminer leur taille et leur composition, ainsi démontrer que les nanoparticules d’argent
synthétisés présentent certains activités antioxydants suivi la méthode de Piégeage du radical 2,2 -
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et évalué in vitro leur effet antimicrobien par la méthode de

diffusion sur disques en milieu solide.

Nos résultats de caractérisation montrent que les nanoparticules d’argent ont été synthétisees avec
succes, ainsi que la stabilisation des ions Ag a nanométrique particules de forme sphérique avec

différent diametre confirmées par spectroscopie FTIR.

D’autre coté, les nanoparticules d’argent synthétisées ont ét¢ montrés un effet bactéricide tres
efficace contre les trois types des bactéries (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus), ainsi des propriétés antioxydant raisonnables. La somme des résultats
obtenus au cours de cette étude montre clairement que Les nanoparticules d’argent possédent un
potentiel important pour les activités biologiques investiguées. De ce fait, le bio-ingrédients
présents dans I'extrait de plante était efficaces pour la synthése des nanoparticules d'Ag avec une
efficacité biologique qui offre la possibilité de I’incorporer dans la composition des produits

alimentaires et pharmaceutiques.

Mots clé : Argent, plante, Retama raetam, nanoparticule, biosynthése



Abstract

The use of plants extract as the production assembly of silver nanoparticles has drawn attention,
because of its rapid, eco-friendly, non-pathogenic, economical protocol. this work is to study the
possibility of synthesis of silver nanoparticles using aqueous extract of Retama Raetam and
characterized using UV visible, FTIR, to determine their size and their composition. This study
has also revealed the antioxidant activity of Ag NPs followed the 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
radical scavenging assay (DPPH-) and evaluated in vitro their antimicrobial effect using Agar

well diffusion method.

Our results of characterization showed that the silver nanoparticles were synthesized successfully
and present surface plasmon resonance, as well as the stabilization of the ions Ag to nanometric

particles of spherical form with different diameter which confirmed by spectroscopy FTIR.

Another side, the silver nanoparticles synthesized were shown a very effective bactericidal effect
against the three types of the bacteria (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus) and a reasonable antioxydant properties.

The sum of the results obtained during this study shows clearly that the silver nanoparticles has a
significant biological. So the bio-ingredients present in the plant extract was effective for the
synthesis of silver nanoparticles with a biological effectiveness which makes it possible to

incorporate it in the composition of the foodstuffs and medicinal.

Key words: silver, plante, Retama raetam , nanoparticle, biosynthesis.
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INTRODUCTION

L’historique des plantes médicinales traditionnelles remonte a une période véridique de 2500 et
500 B.C. (Saxena et al, 2018), elles ont été et continuent d’étre des trésors naturels précieux,
fournissant une source importante de nutriments et d’agents thérapeutiques (Farukh et al, 2015).
Suivant Dragendroff, toute matiére végétale utilisée pour soin est une plante médicinale, dont au
moins une partie possede des propriétés médicamenteuses. Elles occupent actuellement un rang
trés important dans la production agraire et dans I’industrie (Kalla, 2012).

Actuellement, 1’organisation mondiale de la santé (O.M.S) estime que 80% de la population
ont recours a des plantes médicinales pour une certaine mesure (Paulo et al, 2017). C’est pour
cela que I’ethnobotanique et 1’ethnopharmacologie emploient a recenser, partout dans le monde,

des plantes ont un intérét thérapeutique (Kalla, 2012).

Les personnes ont toujours en recours aux plantes meédicinales pour réduire quelque
probleme de santé (Houmenou et al, 2018). Ces plantes constituent un patrimoine pour
I’humanité et pour la plupart des communautés démunies des pays en développement, pour

assurer leurs soins des santés primaires (Etame-Loe et al, 2018).

A travers le monde, des maladies ont été soignées a I’aide de médicament a base de plante.
Une série de produit naturels issus des plantes a fleurs constituants la base de la médicine
moderne et un moindre nombre sont encore utilisés aujourd’hui (Houmenou et al, 2018). Les P.

M. sont des ressources inestimables pour I’industrie pharmaceutique (Etame-Loe et al, 2018).

D’autre part, la projection d’extraits de plantes a montré que sont représentent une source
potentielle de nouveaux molécules naturelles bioactives constituent le principal groupe des
métabolites secondaires (acides phenoliques, flavonoides, tanins, coumarines, alcaloides,
terpénoides...) (Yakhlef et al, 2011). Ces derniers ayant un rdle important dans la forme
écologique des organismes qu’ils produisent. IIs sont varient considérablement dans la structure
et I’activité biologique, certain ayant des applications pharmaceutique et agricole intéressantes
(Yan et al, 2018). Ces vertus extraordinaires sont impliquées dans le secteur pharmaceutique

sous forme des principes actif, des huiles ou des extraits etc (kalla, 2012).

L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa
position biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et I'Afrique sub-

saharienne (Pereira et al, 2003). La flore Algérienne avec ses 3000 espéces appartenant a
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plusieurs familles botaniques dont 15 % endémiques, reste trés peu explorée sur le plan

phytochimique comme sur le plan pharmacologique (Touafek, 2010).

Alors que notre étude se pose sur la Retama raetam, C’est une des plantes sacrées des
anciens. C’est un arbrisseau ou petit arbuste pouvant atteindre 3.5 metres de hauteur, ses rameaux
sont dressés des la base. Les plantes constituent donc une source intéressante de nouveaux
composés dans la recherche de molécules bioactives, donc I’objectif de notre travail consiste a
I’étude de Dactivité antimicrobienne des nanoparticules a base des extraits d’une plante

médicinales de la région d’Ain T’émouchent.
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Chapitre 01 : La Phytothérapie

La Phytothérapie

La recherche d’une vie plus saine, d’un retour a la nature, aux valeurs essentielles est tres
répandue dans notre époque (Chabrier., 2010). En effet, I'homme a toujours utilisé les plantes
pour se soigner ; c‘est la phytothérapie qui désigne la médecine fondée sur les principes actifs
extraits de plantes (Djedaia., 2017). Ce mot vient du grec « phyton » qui signifie plante et «
therapein » qui signifie soigné, il s’agit donc d’une thérapeutique allopathique (Bouzouita.,2016)
destinée a prévenir et a traiter des troubles fonctionnels et certains états pathologiques au moyen

de plantes, ou de préparations a base de plantes.
1. Historique de la phytothérapie

Les plantes médicinales ont un aspect trés important dans I’histoire de la médecine et ontlargement

contribué au développement de la médecine moderne. (Telefo et al., 2012).

Avant 60 000 ans, les humains primitifs utilisaient des plantes chamanes et jouaient un role
important dans le groupe. Apprendre a utiliser et a transférer les connaissances des plantes au
cours de I'évolution de I'Homo sapiens, Les plantes étaient largement utilisées dans
l'alimentation, la gestion de certaines maladies et aussi pour atteindre un monde plus spirituel.
(Letard et al., 2015).

En 3000 avant JC, la civilisation a prospéré en Egypte, au Moyen-Orient, en Inde et en Chine, et
I'utilisation des usines est devenue plus complexe. Le premier groupe de plantes médicinales, le
papyrus égyptien Ebers, datant de 1500 ans av. J.-C., en est le plus ancien exemple. (Iserin,
2001).

Au Xl1Xe siecle, avec I'avancement de la chimie, de nombreux principes actifs d'origine végétale

sont isolés: morphine, quinine alcaloides de 1’ergot de seigle, (R.-P. Clémen, 2005).

2. Définition d’une plante phytothérapie (généralités sur les plantes médicinales et
aromatique)
Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques pour la santé
humaine, En effet, elles sont utilisées de différentes maniéres, décoction, macération et infusion. Une
ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine ; feuille, fleur (Dutertre,2011). Ce sont des

plantes utilisées en médecine traditionnelle (MTR) dont au moins une partie possede des propriétés

médicamenteuses. .
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Les médicaments a base de plantes sont peu toxiques et doux par rapport aux médicaments
pharmaceutiques (Didier et al., 2011), ce qui peut avoir des effets secondaires importants
(Kouakou et al., 2017). Les composants végétaux ne sont pas seulement utilisés directement
comme agent thérapeutique, mais également comme matiéres premieres pour la synthese de
medicaments ou comme modele pour des médicaments pharmacologiquement actifs (mondiale
de la Santé)

Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux racines grecques « photon » et

« thérapie » qui signifient respectivement « plante » et « traitement » (Mansour, 2015).

La phytothérapie est I'une des vieilles médecines du monde. Elle représente une alternative
intéressant pour traiter et soigner sans crée de nouvelles maladies. Malgré le développement
phénoménal de I’industrie pharmaceutique et chimique, 1’intérét populaire pour la phytothérapie
n’a jamais cessé d’évoluer. De nos jours ces deux types de médication se retrouvent intimement
liés puisque le modele moléculaire de la plupart des médicaments mis sur le marché, ont pour
origine la plante (Shu, 1998)

3. La récoltes et la conservation des plantes médicinales

En ce qui concerne la récolte, plusieurs facteurs se chevauchent : 1’age, la période et les parties
de la plante nécessaires a la récolte. Certaines régles doivent déja étre suivies si vous voulez
obtenir les ingrédients actifs de la plante qui a été récoltée. (Iserin, 2001). Selon (Wichtl ,2003),
lors de la récolte, la racine doit étre forte et développée a la fin du reste végétatif, ou I'écorce

acquiert une certaine épaisseur jusqu'a se séparer facilement du corps.

En hiver, pour les arbres, les arbustes et au printemps pour résineux, les feuilles avant la
floraison, les fleurs au moment de la floraison, le grain et le fruit a maturité. Les plantes sont

récoltées par temps sec car les plantes humides sont difficiles a remplir. (Anonyme, 2018).

Le meilleur moment pour procéder a la récolte est le matin. Attendez que la rosée soit
évaporée, et dépéchez-vous avant que le soleil ne commence a darder ses rayons: ¢’est le moment
idéal. Selon les plantes, vous récolterez différentes parties : les racines, les feuilles, les fleurs,

I’écorce... Lateneur en principes actifs n’est pas la méme selon les parties utilisées. Vous pouvez




Chapitre 01 : La Phytothérapie

utiliser les fleurs ou les feuilles d’'une méme plante pour soigner deux maladies différentes
(A.NOGARET-EHRHART, 2003)




CHAPITRE 02 : La Plante Retama raetam

1. L’historique de la plante

Cette espéce a été décrite pour la premiere fois en 1775 par Forsskal en tant que Genista
raetam, puis elle a été adoptée sous le nom de Retama raetam par Webb et Berthelot dans une
publication datant de 1842.

2. Description botanique de la plante

Figure 01 : Arbuste Retama raetam (Saada et al., 2018).

C’est un arbrisseau ou petit arbuste pouvant atteindre 3.5 metres de hauteur, ses rameaux sont
dressés deés la base. Le tronc peut atteindre 20 cm de diametre, couvert ainsi que les grosses
branches d’une écorce brune noiratre. Les rameaux sont verts, fortement sillonnes, effilés,
souvent arques et retombant aux extrémités, densément vétus dans la jeunesse de poils simples et
courts qui leur donne un aspect soyeux argenté. Puis bientét, glabre sur les cotés, jaunes,
lachement feuillés puis aphylles en stade adulte. Les feuilles sont unifoliées a foliole tres
cadugue. Stipules ordinairement rudimentaires. Les grappes sont latérales, solitaires ou géminées,
laches. Les fleurs de 8 a 10 mm, sont en grappe pauciflore portant 5 a 10 fleurs par grappe. La
floraison se situe entre Février et Mars jusqu’en Juillet (Quezel et Santa, 1962; Shallaby et al,
1972) Les gousses sont ovoides ou ovoides oblongues, aigues, terminée en bec, renfermant un a

deux graines de couleur jaune ou vert olive (Maire, 1952-1987).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Forsskal
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sabin_Berthelot
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3. Nomenclature
Les rétames sont des Légumineuses arbustives, qualifiées de plantes fixatrices de dunes. Leur
nom dérive du nom biblique (Rotem) qui fut changé par les arabes en (R’tem) ou (retam).
Elles sont des plantes pérennes, des arbustes monoiques, pouvant atteindre jusqu’a 3 métres
de long. En Algérie Le genre Rétama compte trois espéces : Rétama monosperma, Rétama
sphaerocarpa et Retama raetam (Mahnane, 2010).

4. Classification taxonomique

D’aprés Mahnane (2010), Retama raetam est classée comme suit :

Regne végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe dicotélydones
Ordre Fabales
Super famille Légumineuses
Famille Fabacées
Genre Retama
Espece Retama raetam

Tableau 01 : Taxonomie Du Genre Retama raetam (mahnane 2010)
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5. Répartition et localisation

Retama raetam est une plante indigene commune dans le nord et l'est de la méditerranéeet
de la péninsule du Sinai (Kassem et al. 2000 ; Maghrania et al., 2003 ; Maghrani et al.,
2005 ; Xu et al., 2015). Elle pousse dans des pays de nord de I’Afrique comme le Maroc,
L'Algérie, la Tunisie, la Libye et I'Egypte, et dans certains pays du Moyen-Orient comme le
Liban et la Palestine (Leo’'n-Gonza’lez et al. 2018). En Algérie, Retama raetam est localisée
dans les régions du Sahara et de I'Atlas (Djeddi et al. 2013), et dans le sud oranais, sud de
Djelfa, Ain Safra, Touggourt, au centre de la Kabylie, a I’est de Biskra et également a
Ouargla (Benmiloud-Mahieddine et al., 2011).

i Refama raefam - Retama monosperma -¥r Rerama sphaerocarpa =+ Refama dasycarpa

Figure 03 : Répartition géographique du genre Retama raetam dans le bassin
Méditerranéen (Al-Saghir., 2006).
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6. Composition chimique

Les espéces du genre Retama contiennent des composeés phénoliques, Polysaccharides,
Alcools et aldéhydes (Saadaoui et al., 2006 ; Leo'n-Gonza'lez et al., 2018), et aussi des
alcaloides et des flavonoides (Edziri et al., 2008 ; Nur-e-Alam et al., 2019). Les flavonoides
tels que la vicénine-2, naringénine, apigénine, kaempférol, quercétine et kaempférol-7-O-
glucoside sont présents dans les graines, et daidzéine, daidzéine 7,4 0- diméthyléther,
chrysoeriol 7-O-glucoside et orientine se trouvent dans les feuilles (Edziri et al., 2010 ; Xu
et al., 2015). Deux nouveaux flavonoides ont été isolé de la partie aérienne, & savoir la
lutéoline 4’- O-néohésperidoside et 5,4'-dihydroxy- (3", 4 " - dihydroxy 3 ", 4 " - dihydroxy) -
2" 2" - diméthylpyrano- (5", 6 ": 7, 8) —flavone (Kassem et al, 2000 ; Edziri et al., 2012 ;
Xu et al., 2015).

7. Intéréts médicaux
Retama raetam est une espece tres utilisée au Nord d’Afrique, en Algérie, elle est prescrit
pour soulager les yeux enflammeés, la fievre, les maux d'estomac, les maux de dos et la
diarrhée (Leo"n-Gonza’'lez et al. 2018). Les décoctions ou infusions des fruits, des graines et
des racines de R. raetam sont utilisées pour le traitement du diabéte (Leo’n-Gonza’'lez et al.,
2018 ; Idm’hand et al., 2020). Au Liban, elle est utilisée contre les douleurs articulaires
(Djeddi et al., 2013). Et elle a été également décrit pour le traitement d’hypertension en
I’ Arabie Saoudite et au Maroc (Maghrani et al., 2003 ; Ghani et al., 2019). En plus Retama
raetam est utilisée pour le traitement de I'hépatite, l'ictére, le mal de gorge, les rhumatismes,

fievre, inflammation, eczéma et infections microbiennes (Saada et al., 2018).
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Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des végétaux sont des molécules indirectement essentielles a la vie
des plantes (Mansour., 2009), ils dépassent actuellement plus de 200.000 structures définies
(Hartmann., 2007).

Ces métabolites sont des substances ayant une repartition limitée dans lI'organisme de la plante.
Ils participent a l'adaptation de la plante avec son environnement, a la tolérance contre leschocs
tel que la variation de la température, rayons UV de la lumiére et les insectes nocifs (Sarni-

manchado et Cheynier., 2006).
1. Définition des plantes médicinales

Depuis l'antiquité jusqu'au nos jours, les plantes medicinales jouent un réle crucial dans le
traitement et/ou la prévention de différentes maladies humaines. Beaucoup d‘attention a été
accordée aux plantes, au cours de ces derniéres décennies, en tant que nouveaux agents

thérapeutiques alternatifs (Landoulsi et al. 2018).

Les anciens savants ont pu mettre en évidence les propriétés des plantes thérapeutiques qui n’ont
jamais été démenties par I'usage (Carillon, 2009). Celles-ci demeurent encore une source de
soins médicaux dans les pays en voie de développement, en l'absence d'un systeme médical
moderne (Hachi et al., 2015). L’ethnobotanique est considérée comme une science qui permet de
traduire le savoir-faire populaire en savoir scientifique Parmi les disciplines et qui s’intéresse a la
phytothérapie traditionnelle Les plantes médicinales se caractérisent par deux types de

métabolismes:

1-le métabolisme primaire qui procure les constituants de base. La plante possede un métabolite
primaire qui permet a la plante d’élaborer des molécules indispensables a la vie de la plante
(croissance et reproduction) : acide organique, protéines, acides aminés, les glucides et les lipides
(Mohammedi, 2013).

2-le métabolisme secondaire qui fournit des métabolites en faibles quantités, mais dont les
applications dans différents domaines sont de la plus grande importance ; les alcaloides, les

terpenes et les composés phénoliques (Farah et Abdelhafid, 2008) ;(Lahsissene et al., 2009).
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Grace a on localisation (méditerranéenne, saharienne et paléo tropicale), L'Algérie possede
une des flores les plus diversifiées (Arab et al.,, 2014) et les plus originales du bassin
méditerranéen ou elle compte 3139 espéces répartis dans pres de 150 familles parmi lesquelles
653 espéces sont endémiques, soit un taux de 12.6 % (Bouchenak et al., 2020).

2. Définition de la phytothérapie

Le mot "phytothérapie™ se compose étymologiquement de deux racines grecques : phuton et
therapeia qui signifient respectivement "plante” et "traitement”. La Phytothérapie peut donc se
définir comme étant une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles
fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou de
préparations a base de plantes [Wichti et al ., 2003], qu’elles soient consommées ou utilisées en

voie externe.

On distingue deux types de phytothérapies. Tout d’abord se place la phytothérapie traditionnelle.
C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptomes d’une affection. Ses
origines peuvent parfois étre trés anciennes et elle se base sur l'utilisation de plantes selon les
vertus découvertes empiriquement. Les indications qui s’y rapportent sont de premiére intention,
propres au conseil pharmaceutique [leclercet al ., 1999]. Elles concernent notamment les
pathologies saisonniéres depuis les troubles psychosomatiques légers jusqu’aux Symptomes
hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou dermatologiques. On peut citer pour
exemple les graines de Chardonmarie (Silybum marianum L.) qui sont utilisées pour traiter les
troubles fonctionnels digestifs attribués a une origine hépatique. En effet cette drogue se
distingue par ses propriétés hépatoprotectrice et régénératrice de la cellule hépatique associées a
une action cholérétique. Pline I'Ancien (23-79) lui-méme recommandait de prendre le jus de la

plante mélangé a du miel pour "éliminer les exces de bile" [edzard et al, 2001].

La seconde forme existante est la phytothérapie clinique. C'est une médecine de terrain dans
laguelle le malade passe avant la maladie. Une approche globale du patient et de son
environnement est nécessaire pour déterminer le traitement, ainsi qu'un examen clinique complet
[morceau et al , 2003]. Son mode d’action est basé sur un traitement a long terme agissant sur le
systeme neuro-végétatif. Cette fois-ci les indications sont liées a une thérapeutique de

complémentarité. Elles viennent compléter ou renforcer 1’efficacité d’un traitement allopathique
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classique pour des pathologies aigués d’importance modérée (infection grippale, pathologies
O.R.L...). On va principalement agir sur les effets secondaires. On peut citer par exemple
I’utilisation chez un vagotonique de la Lavande (Lavandula angustifolia Mill.) en usage interne
pour ses effets anti-stress, calmant, et pour ses actions contre les crampes musculaires, ainsi que

contre les troubles du sommeil.

3. PRINCIPE ACTIVE

3.1. Principaux Groupes

Les plantes médicinales ont présenté a travers plusieurs études des activités biologiques tres
intéressantes, anti-inflammatoire (Elion Itou et al, 2017), anti-parasitaire (Olounladé et al.,
2017), anti-virale (Lopez et al., 2001), antioxydante (Bettaieb Rebey et al., 2017), anti-fongique
(Dabé et al., 2017) et antibacterienne (Etobo et al., 2017), anti-cancereuse (Kanase et Mane,
2018).

3.1.1. Composés Phénoliques

Le phénol a éte defini comme suit: Composés phénoliques hydrosolubles, de poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 Dalton (Chira et al., 2008). Le terme polyphénol a été introduit en
1980, en remplacement du terme ancien de tanin végétal Ils constituent le groupe de métabolites
le plus répandu du régne végétal et font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale
(Martin et Andriantsitohaina, 2002 ; Wang et al., 2019) et ils participent a leur défense et a
leur pigmentation (Ghedira, 2005; Edeas, 2007).

3.1.1.1. Structure Et Classification

Plus de 8000 structures phénoliques sont connues, allant de molécules phénoliques simples de
faible poids moléculaire tels les acides phénoliques a des composés hautement polymérisés
comme les tanins (Lugasi et al., 2003; Cheynier, 2005; Balasundram et al., 2006; Elnour et
al., 2018). Ces molécules présentent des caractéristiques en commun dans leur structure : la
présence d’au moins un cycle aromatique (06 carbones), porteur d’un nombre variable de

fonctions hydroxyles (OH), libres ou engagés dans une autre fonction ester, éther, etc.
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IIs sont synthétisés a partir de deux voies biosynthétiques (Bruneton, 1999; Martin et
Andriantsitohaina, 2002; Chira et al., 2008):

-La voie la plus courante est celle de I’acide shikimique (Richter, 1993).

-La voie des polyacétates, participe d'une maniere secondaire (Guignard, 1996). Les polyphénols
sont classés, selon leur structure en trois catégories principales: les acides phénoliques, les
flavonoides et les tannins (Balasundramet al., 2006; Edeas, 2007).

3.1.1.2. Acides Phénoliques

Les acides phénoliques (acides phénols) sont des petites molécules composées d'un noyau
benzénique et d'un ou plusieurs groupes hydroxyle (Wichtl et Anton, 2009), elles ont une
fonction acide et plusieurs fonctions phénols (Haslam, 1994). Ces acides peuvent étre estérifiées,
éthérifiées et liées a des sucres sous forme d'hétérosides (Wichtl et Anton, 2009). Tandis que les
fruits et légumes contiennent de nombreux acides phénoliques libres, dans les grains et les

graines, les acides phénoliques sont souvent sous forme liée (Tsao, 2010).

Ces acides sont solubles dans les solvants polaires, qui possedent des activités anti-
inflammatoires, antiseptiques et analgésiques (Iserin et al, 2001 ; Wichtl et Anton, 2009). Ces
composes polyphénoliques peuvent étre divisés en deux types principaux, les dérivés de I’acide

benzoique C6-C1 et les dérivés d’acide cinnamique C6-C3 (Pandey et Rizvi, 2009).
Acide phénols dérivés d’acide benzoique -

Ils existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar., 2012). Les plus répandus
sont:

L’acide salicyligue et I’acide gallique (Bruneton, 1999).

v Acide phénols dérivés d’acide cinnamique :
Ces acides sont souvent estérifiés. Les plus courants sont 1’acide cinnamique, 1’acide caféique,

I’acide férulique, I’acide pcoumarique et I’acide synaptique (Haslam, 1994).
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OH
OH

H(i/

Acide cinnamique Acide benzoique

Figure 04 : Structure Des Acides Phénoliques (Bruneton,2009)

3.1.1.3. Flavonoides

Les flavonoides (du latin, flavus : jaune) sont des substances genéralement colorées trés
répondues chez les végétaux (Guignard, 1996). Cependant, il compte aussi des composés de
couleurs variées ou méme incolores (Richter, 1993), ils sont d’une classe de faible poids
moléculaire (Lin et al., 2002). Environ de 4000 flavonoides ont été identifiés, ils peuvent étre
localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Bennick, 2002). Leur
fonction principale semble étre la coloration des plantes (Gabor et al., 1988). Les flavonoides
sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de carbones constitués de
deux noyaux aromatiques et un hétérocycle central de type pyranne, formant une structure C6-
C3-C6 (Singleton et Rossi, 1965).
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Figure 05 : structure de base des Les flavonoides (Collin et Crouzet, 2011)

3.1.1.4. Tanins

Constituent un groupe complexe héterogéne de polymeres naturels de haut poids moléculaire. Ils
ont la capacité a former des complexes réversibles et irréversibles avec les protéines
principalement, polysaccharides, alcaloides, acides nucléiques et minéraux (Baxter et al., 1997;
Han et al., 2007).

Leurs utilisations sont intéressantes et variees, a savoir, les propriétés antiinflammatoires, anti-
cancéreuse, anti-athérosclérose (Stahlhut et al., 2015), anti-allergique (Bouhafsoun et al.,
2018), antioxydantes (Santos-Sanchez et al., 2019), antivirale (Cevallos-Casals et Cisneros-

Zevallos, 2010), antifongique (Kamelé et al., 2019) et antibactérienne (Lin et al., 2016).

Ils sont diviseés en trois groupes :

v les tanins hydrolysables (THS) : ont une forme simples « le penta-galloylglucose », qui est a
I’origine de la plupart des formes complexes, présent chez les dicotylédones, ils liberent une
partie phénolique qui peut étre soit de 1’acide gallique, soit d’acide ellagique (Machaiex,
2005).
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Ces tannins sont facilement scindés en oses et en acide phénol par 1’enzyme de tannases, selon la

nature de celui-ci on distingue (Paris et Hurabielle, 1981):

OH OH
O )j
HQO lLO/ \‘\\_, “\.&0
HO

HO

OH

Figure 06 : structure de base de tanins hydrosolubles(Hartzfeld et al,2002)

-les tannins galliques : possedent un acide gallique.

-les tannins éllagiques : ont un acide hexahydroxyphénique (Hagerman, 2002).

O

HO 0
OH o ‘ on
HO © O

OH 0

L’acide gallique L’acide ellagique

Figure 07 : Structure et d’acide gallique et ellagique (Dharmananda,2003)

tanins condensée : sont abondants dans certains organes végetaux utilisé par I’homme
(Machaiex, 2005), formés du monomere flavan-3-ol ou du flavan-3,4-diol ;

v/ tanins complexes ou catéchine-gallates, qui partagent les propriétés des tanins
hydrolysables et condensés (Bendjabeur, 2012).
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3.1.1.5. Lignine

Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le régne végétal
(Donatien, 2009). Ces substances produites par le couplage combinatoire oxydatif des 4
hydroxyphénylpropanoides, les blocs de construction principaux de la lignine sont les
alcoolshydroxycinnamyliques, I'alcool coniférylique et l'alcool sinapylique, avec des quantités
typiquementmineures d’alcool p-coumarylique (Ruben et al, 2010).

3.1.1.6. Alcaloides

Les alcaloides représentent un ensemble de molécules d'origine naturelle, renfermant
du carbone, de I'hydrogéne et, plus spécialement, de l'azote. La plupart possedent une activité
biologique marquée qui a suscité de longue date un intérét thérapeutique. Leur dénomination — de
I'arabe al kali (qui a donné «alcali ») et du grec &l So¢ (forme) — fait référence a leur caractére

« alcalin » ou « basique ».

En fait, les alcaloides forment un groupe hétérogéne, du point de vue tant de la structure et
des propriétés chimiques que des effets biologiques qu'ils manifestent, et dont il est impossible de
donner une  definition  satisfaisante.  Representant les  principes  actifs de
nombreuses plantes médicinales ou toxiques connues parfois depuis I'Antiquite, ils ont joué un
réle important dans la découverte des médicaments chimiques
(morphine, quinine, cocaine, atropine...) et dans le développement de l'industrie pharmaceutique
en France a la fin du XIXe siecle. Cela ne les empéche pas d'étre encore d'actualité en

thérapeutique et de constituer d'importants réactifs biologiques.
La classification des alcaloides dépend leurs précurseurs biogénétiqgues communs et la position
de l'atome d'azote (Aniszewski, 2007) :

v" Les alcaloides vrais

Représentent le plus grand nombre d’alcaloides, ils dérivent de I'acide aminé partagent un cycle
hétérocyclique avec I’azote, leurs présences dans les plantes, est sous forme libre, de sel, ou

comme N-Oxyde (Aniszewki, 2007 ; Badiaga, 2011).
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v' Les pseudo-alcaloides

Sont des métabolites présentant les caracteristiques des vrais alcaloides, excepté leur origine
biosynthétique, qui sont dérivés dans la majorité¢ d’isopronoides et du métabolisme de 1’acétate ;

mais ne sont pas des dérivés des acides aminés (Badiaga, 2011 ; Bruneton, 2009).
v' Les proto-alcaloides

Les amines biologiques sont considérés comme des amines simples dont le systeme
hétérocyclique ne contient pas de I’azote, et ils sont solubles dans 1’eau (Bruneton 1999 ;
Bruneton 2009 ; Maldonado 2012).

3.1.1.7. Terpénes Et Stéroides

Les triterpenes sont des molécules a 30 atomes de carbone.il y a plus de 1700 triterpénes
dans la nature dont la plus par est sous forme tétracyclique ou pentacyclique, mais la forme
acyclique trés rare (Malecky, 2005). La majorité des triterpénes sont a I’état libre sous forme
estérifiée ou hétérosidique, et ces terpénes sont des composants principaux des résines (Loomis
et Croteau,1980 ; Mouffok, 2011).

Les steroides ne sont pas des terpenes mais des composés de biodégradation de triterpénes,
on peut dire aussi sont des triterpénes tétracycliques, possedent moins de 30 atomes de carbone,
synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique (Bruneton, 1993 ; Hopkins, 2003).

Chez toutes les végétaux, ces composeés liées avec un groupement alcool qu'ils nommeés les
stérols; prenant une forme plane, glycosylée, analogues du cholestérol (Hopkins, 2003). Les
sterols, trés répandus dans le monde vivant, se rencontrent chez les bactéries, les champignons,
les plantes supérieures, les protozoaires, les métazoaires (Spongiaires, madrépores, vers,

mollusques...) que chez les algues (Benaissa, 2011).

3.1.2. Saponosides

Les saponines sont généralement connues comme des composés non-volatils, tensioactifs qui
sont principalement distribués dans le regne végetal. Le nom «saponine» est dérivé du mot latin
sapo, qui signifie «savon». En effet, les molécules de saponines dans 1’eau forment une solution

moussante (djahra, 2015). Les saponines sont des glycosides naturels de triterpénes ou de
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stéroides qui présentent des activités biologiques et pharmacologiques variées, principalement
dans les domaines de 'immunologie, la cancérologie et la microbiologie. Les saponines sont
connues pour leurs Activités anti-tumorales ; anti-inflammatoires ; immunostimulants ;

antimicrobiennes ; insecticide (djahra, 2015).

Structure des saponines Sur le plan structurel, la saponine peut étre classée en deux groupes en
fonction de la nature de la génie, saponine stéroidique et saponine triterpénique(Manase, 2013).

- Les saponines triterpénoides

Les saponines triterpénoides est une classe de métabolites végétaux de structure différente qui
contiennent un ou plusieurs types de sucre associés a aglycones triterpénoides hydrophobe (Seki
et al., 2015), dans la plupart des cas, une serie de saponines peut exister dans la plante, avec le
méme squelette, mais la chaine de sucre varie légérement (Zhang et al., 2018).

Les saponines stéroidiennes

Les stéroides saponines constituent une catégorie importante de produits naturels
pouvantconstituer la matiére premiere pour la synthese des hormones stéroides. Il se compose
d’une partie d’aglycone et d’une chaine de sucre composée de sucres simples ou plus (Yang et

al., 2006).

3.1.2. L’huile essentielle

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés odorants
distincts selon la voie meétabolique utilisée, il s’agit de groupe des terpenoides d’une part et
groupe des composés aromatiques dérives de phényle propane, ce dernier est beaucoup moins
frégent (Bruneton,1993)
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1. 'ARGENT:

Figure 08 : Argent a I’état solide (réf,M2396)

1.1. Introduction

L’argent est utilis¢ depuis des siécles dans le traitement des plaies et des brilures. Avec
I’avénement actuel des nanotechnologies, I’engouement pour les nanoparticules d’argent (AgNP)
et leur pouvoir antibactérien s’est accru. De ce fait, le développement de produits en contenant
s’est accentu¢ au fil des années. Si la principale application est le domaine médical, ces nano
argents sont présents dans de nombreuses applications de la vie quotidienne (textile, hygiéne,
alimentation) et se retrouvent constamment en contact avec le corps humain, mais aussi dans

notre environnement, ce qui est source d’une toxicité non négligeable (Rai et al ., 2012).

Pour ce qui est de ses caractéristiques, 1’argent (Ag) est un métal gris blanc, de masse
atomique 107,87 g/mol. 1l est solide a température ambiante. Sa densité est de 10,5 et son point
de fusion de 960 °C. Il s’oxyde peu. Il est ductile, malléable et bon conducteur thermique et

électrique (Kitiwiang et al ., 2009) ,

2. Propriétés physiques et chimiques de | ‘argent

v Propriétés physiques : L'argent a des propriétés trés spécifiques, liées a sa conductivité
élevée de I'électricité et de la chaleur, a son pouvoir réflecteur et a la faible ou nulle
solubilité de ses sels. L'argent cristallise dans le systeme cubique. ... 1l est aussi le meilleur

conducteur de I'électricité ; sa résistivité est de 1,59 uQ - cm
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v Propriétés chimiques : L'argent cristallise dans le systéme cubique. Sa maille élémentaire
est le cube a faces centrées dont le paramétre cristallin est 0,407 nm. La masse volumique
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est de 10,5 x 103 kg - m-3 a la température ambiante. Les températures de fusion et de

vaporisation sont respectivement de 961,9 et de 2 212 oC. (Djeghboub et al .,2010).

3. Synthése des nanoparticules d’argent et méthodes d’analyses des
nanoparticules formées

)

[ Figure 09 : nitratates d’argent a I’état solide (1) et structure chimique (2)

v' Méthode chimique

Les AgNPs peuvent étre synthétisees par réduction chimique, technique électrochimique,
irradiation assistée par méthode chimique ou encore par pyrolyse, etc. La réduction chimique est
la méthode la plus utilisée pour synthétiser les nanoparticules d’argent, avec en particulier la
méthode de Lee-Meiseil, 1982, qui consiste a produire des nanoparticules d’argent par réduction
du nitrate d’argent (AgNO3) par le tétraborohydure de sodium (NaBH4). Les particules
présentent une distribution en taille tres fine et voisine de 10 nm, idéale pour la catalyse mais
inutilisable en optique (50-100 nm). La suspension obtenue est stable dans 1’ecau ou I’alcool sans

nécessiter 1’ajout d’un ligand stabilisateur (Simchi et al ., 2007)
v' Méthode physique
Les méthodes physiques les plus utilisées pour la formation des nanoparticules d’argent sont :

- L’évaporation / condensation de vapeur
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- La décharge d’arc
- Le broyage par billes d’énergie
- La pulvérisation cathodique a magnétron a courant continu.

Comparé aux méthodes chimiques, les méthodes physiques sont moins colteuses en temps
et n’impliquent pas de composés chimiques dangereux. Cependant, la grande consommation
d’énergie et le besoin de beaucoup de temps pour obtenir une stabilité thermique sont les limites
de cette méthode. Les techniques par ablation laser sont avantageuses par rapport aux autres car il
n’y a pas besoin d’ajouter des réactifs a la solution. C’est donc tres utile pour produire des

métaux colloidaux purs et non contaminés (Chuto et al ., 2010).

3.1. Réduction Chimique D’une Solution D’ions Ag+...

Les méthodes chimiques de réduction de nanoparticules en solution offrent une grande variété
de conditions expérimentales. Une caractéristigue commune aux voies de synthese que nous
allons présenter est I’utilisation de trois composants indispensables : un précurseur, un agent
réducteur et un agent stabilisant. Le controle précis de la taille, de la distribution de taille, de la
forme et de la composition des nanoparticules passe par le controle et I’ajustement des divers
parametres de réaction. La température, la nature et la concentration des réactifs et des agents
stabilisants sont autant de paramétres modulables. Les systemes pouvant étre obtenus sont donc

trés variés [Feng et al ., 2012]
3.2. Réduction Biologique

Les techniques biologiques de création de nanoparticules d’argent ont de grands avantages par
rapports aux méthodes chimiques et physiques. Les AgNPs produits par méthode biologiques
sont « eco-friendly » car aucun réducteur toxique ou d’agent stabilisateurs ne sont utilisés pour la
synthese de ces nanoparticules. Dans cette technique, les agents de réduction ou de stabilisation
peuvent étre substituées par des biomolécules essentielles comme les protéines, les carbohydrates
qui sont produites par des microbes, incluant les bactéries, les champignons, les plantes, les
algues, etc [Nair et al ., 2009].
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3.3. Molécules Responsables De La Bioréduction

L’activité antibactérienne des nanoparticules d’argent dépend beaucoup de leur taille. Les
AgNP avec une plus petite taille ont une plus grande activité, ceci étant di a une surface de
contact augmentée. (Shameli et al (36) ont montré une approche basée sur la taille des
nanoparticules préparées dans le PEG contre S.aureus et Salmonella typhimurium en utilisant la
méthode de disque de diffusion. Les AgNPs sont trés efficaces sur les deux souches. L’effet
antibactérien des AgNPs dans le PEG est réglé par le contr6le de la taille des nanoparticules. Les
facteurs qui influencent I’activité des nanoparticules d’argent sont la forme, la taille, la
concentration, les radiations UV et la combinaison avec différents antibiotiques. Ceci doit donc
étre pris en compte lors de 'utilisation des nanoparticules d’argent dans le milieu médical. De
plus, la combinaison de I’argent sous forme nano et métallique a montré avoir une action
antimicrobienne et antiparasitaire forte. L’AgnO3 a été utilisé dans une large gamme
d’application et dans plusieurs disciplines. L’argent a une utilisation biomedicale historique
comme pour la feuille d’argent et de I’AgNO03 était ajouté aux sutures pour prévenir les infections
des blessures chirurgicales, traiter la gonorrhée de I’eeil chez les nouveaux neés, réparer les
déchirures vaginales apres la naissance d’un nouveau-né et traiter les brllures. Un autre
mécanisme est a mettre en avant concernant les nanoparticules d’argent : I’« antiquorum sensing

activity ». [Mezni et al ., 2013]

Le Quorum sensing (QR) est un mode de communication intercellulaire qui fonctionne par
production et réception de signaux émis par les molécules. Ce procédé est utilisé par les bactéries
pour comprendre les changements opérés dans leur environnement et de s’adapter en
conséquence dans 1’espace et dans le temps. Les composés qui inhibent ou interférent avec le QS
sont vus actuellement comme des nouvelles classes d’agent antimicrobien et anti biofilm. Surtout
que le développement de résistance anti-QS est minime car ces agents visent uniquement les
mécanismes de virulence et non pas la croissance, alors que les antibiotiques conventionnels
empéchent la division des cellules bactériennes ou la tuent, augmentant la CHAUVEL (CC BY-
NC-ND 2.0) 53 pression sélective vers des bactéries plus résistantes aux antibiotiques. Les
molécules de QS permettent de passer au stade pathogene pour la plupart des bactéries et sont

donc importantes pour la mise en place de I’infection et donc la formation de biofilm.,
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Récemment, les nanoparticules d’argent ont prouvé avoir un effet potentiel anti-QS. Cet effet se

manifeste pour des concentrations entre 0,5 et 4 mg.L-1 [savary et al ., 2015]
3.4. Applications Des Nanoparticules D’argent

Les nanoparticules d'argent trouvent de nombreuses applications dans des domaines trés
variés tels que l'optique, I'électronique, le magnétisme la catalyse et la médecine [ider et al .,
2017].

4. Mécanisme de formation de nanoparticules d’argent

L’utilisation de plantes comme assemblage pour la production de nanoparticules d’argent a
attiré I’ attention en raison de son protocole rapide, écologique, non pathogéne et économique
,qui fournit une technique en une étape pour les processus de biosynthése , la réduction et
stabilisation des ions argent par la combinaison de biomolécules telles que protéines, acides
aminés ,les alcaloides ,tannis,composés phénoliques, saponine,terpinoides,enzymes ,deja
établies dans les extrait de plantes ayant des valeurs médicinales et étant respectueuse de

I’environnement [hazarika et al .,2016]

Le processus de formation des nanoparticules en solution est tres complexe, de nombreux
parametres €tant susceptibles d’intervenir. Cependant, il est souvent vu comme la succession de

plusieurs étapes qui peuvent étre décrites simplement a I’aide de grandeurs thermodynamiques.

1. Nucléation : Les précurseurs métallo-organiques sont tout d’abord dissous puis réduits pour
donner des atomes métalliques de valence zéro [BONNEMANN 2004]. 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.

2. Croissance : Les nucléi ayant atteint le rayon critique (r*) vont pouvoir croitre par
consommation des monomeres 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 ph
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nomene : la diffusion des monomeéres de la solution vers la surface de la particule et la
réaction des monomeres a la surface des particules (SUGIMOTOQO).plus la concentration en

monomeres dans la solution est importante, plus les particules vont rapidement.

3. Mdrissement : Au fur et a mesure que la réaction se poursuit, le taux de sursaturation
continue de diminuer (il n’y a plus de monomeéres). La croissance ne peut plus se poursuivre
et une derniére étape peut intervenir : ¢’est le phénomeéne de mirissement d’Ostwald. 11 s’agit
de l'interdiffusion des monomeres des plus petites particules vers les plus grosses. La force
motrice de ce phénoméne est la minimisation de I’énergie interfaciale totale du systéeme

[mason et al 2012].

5. Méthodes de caractérisation des nanoparticules d’argent

Figure 10 : tube contenant des nanoparticules avant lavage

Dans cette partie, nous présentons les différentes techniques utilisées lors de la thése pour la
caractérisation des nanoparticules d’argent, qui sont aussi bien des outils classiques de la chimie
du solide (microscopie électronique a transmission) que des outils classiques de la chimie

moléculaire (spectroscopies infrarouge et UV-visible)
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5.1. La Spectroscopie UV-Visible
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Figure 11 : schéma du spectroscopie UV-visible et plage éetudiée

L’¢étude des propriétés optiques par spectroscopie d’absorption constitue une des étapes
indispensables en vue de la caractérisation des nanoparticules d’argent synthétisées. En effet, les
nanoparticules métalliques (argent, or, cuivre) présentent des propriétés optiques particulieres
lices a un effet classique d’exaltation du champ électrique, souvent appelé confinement
diélectrique [Rai et al ., 2009].

Il est utilisée pour identifier, caractériser et analyser AgNPs, il utilise une longueur d’onde

comprise entre 200 et 800 nm et il est capable d’identifier des nanoparticules dont taille varie de

2 2100 nm ( Drake et al ., 2009).

Lorsque la taille des particules est petite devant la longueur d’onde (d<<A/10), les électrons
de conduction oscillent collectivement sous I’effet du champ électrique du rayonnement

incident : c¢’est la résonance plasmon de surface [hussain et al ,.2009]
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5.2. La Spectrométrie Infrarouge A Transformée De Fourier (FTIR)
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Figure 12 : Schéma du spectrometre infrarouge a transformee
de fourrier(FTIR)

Cette technique est basée sur I’absorption d’un rayonnement infrarouge par le matériau
étudie. Une analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau est rendue possible via la

détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques.

En pratique, un rayonnement infrarouge moyen compris entre 4000 et 400 cm de fréquence

voisine a la fréquence de vibration de la molécule, est envoyé sur I’échantillon a analyser (

Mollick et al ., 2014]
Application

Parmi les différents types de nanoparticules déja développées par la science, il y a les
nanoparticules d’argent qui en raison de leur propriétés antimicrobiennes, sont utilisées dans
divers produits. Les applications typique de ces nanoparticules comprennent les textile comme
doublures de vétements, les appareil médicaux, la conservation des aliment, les cosmétiques, la
lessive pour les vétements, les filtres pour le traitement de I’eau, les capteurs, et les produit

pharmaceutique [Rai et al ., 2013 ].

30




MATERIEL ET METHODES




MATERIELS ET METHODES

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire pédagogique du Département de Science de

la Nature et de la Vie - centre universitaire Belhadj Bouchaib —Ain Temouchent.

Nous nous sommes intéressées a 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne et antioxydante in
vitro des extrait aqueux et des nanoparticules a base des extrait d’une plante médicinales de la
région de Ain Témouchent , et les tests phytochimiques pour identifier les différentes classes

des constituants chimiques de la plante étudie.

1. Matériel végétal

Pour cette étude, le matériel végétal est constitué des feuilles de la plante Retama raetam

la récolte a été dans la région de la willaya d’ Ain temouchent au mois de MAI 2021.

Figure 13 : Arbuste Retama raetam

2. Méthodes
2.1. Préparation de I’échantillon

Les feuilles récoltées a été au préalable séchée a I’ombre a température ambiante Pendant 20
jours, pour préserver le maximum 1I’intégrité des molécules. Les feuilles du Retama raetam ont

été la premiere fois rincées 3 fois avec de 1’eau de robinet pour enlever le sable et les débris puis
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laver par I’eau distillé, et sécher a I’air & la température ambiante. Aprés séchage, la plante est
broyée et réduit en poudre a I’aide d’un moulin électrique.
Le matériel végétal préparé soumis a des extractions pour des tests phytochimiques et

biologiques.

Figure 14 : Séchage, broyage de I’arbuste Retama Ratama

2.2. Préparation des extraits

L’extraction est effectuée par la macération qui se fait & température ambiante, La poudre

obtenue est mise en contact prolongé avec 1’eau.

2.2.1. Extraction aqueuse

40 g de poudre de matériel végétal a été introduit dans un erlenmeyer contenant 500 ml d’eau

distillée. Le mélange était porté a I’agitation pendant 24h a I’ombre.
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2.2.2. Obtention des résidus secs
La macéras est filtrée sous vide a I’aide d’une membrane poreuse et pompe. L’extrait aqueux sont

évaporés dans une étuve a 45 °C, les résidus obtenus sont conservés a 4 °C en vue de procédés

aux différentes manipulations (Figure 16).

Figure 15 : Processus d’extraction aqueuse et obtention des Residus
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3. Synthese des nanoparticules

La production de nanoparticules d’argent par les plantes est I'une des plus rentable et a grande
valeur ajoutée. Le rendement et la taille des nanoparticules varient en fonction de I’espéce de la

plante.

Les plantes sont considérées comme une trés bonne option pour la synthése rapide des
nanoparticules d’argent en raison de leur large spectre de métabolites secondaires bioactifs, tels
que les polyphénols, les flavonoides, les terpénoides, les acides aminés, les protéines et les
enzymes, qui pourraient améliorer la synthese des nanoparticules, en jouant un role d'agent

stabilisant ou réducteur.

Figure 15 : synthése de nanoparticules d’argent

3.1. Synthese des nanoparticules a base d’extrait de Retama raetam
On débute par la peser des nitrates d’argent AgNOs, est une substance constituée de molécules

contenant un atome d'argent, un atome d'azote et trois atomes d'oxygene, dans un erlenmeyer,
environ les 0.34 grams d’AgNO3 sont dissoutes dans 950 ml d’eau distillé avec I’ajout du 50 ml
d’extrait aqueux déja préparé . La solution est laissée pendant 24 h sous agitation. Apres 24 h, on

observe un virage de d’incolore a rouge du vitrail .
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> Apres 24 h

Figure 16 : Virage du couleur des nanoparticules apres 24 h

feuille de
la plante

Ajout de
AgNO,;+PVA

Agitation
pendant 10

N

Séparation
de

i L

Figure 17 : Protocol de synthése des nitrates d’argent
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3.2. Confirmation par spectroscopie

L’étude des propriétés optiques par spectroscopie d’absorption constitue une des étapes

indispensables en vue de la caractérisation des nanoparticules d’argent synthétisées.

Méthode par défaut
Lot par défaut 001

2 ’-nn1

Figure 18 : Lecture de longueur d’onde par spectrophotometre

3.3. Centrifugation, lavage, purification et récupération des nanoparticules

Apres avoir remplis des tubes de 50 ml, admissibles en centrifugeuse, par la solution
contenant les nanoparticules.Les parametres du centrifugeuse sont réglés a 5.000 tr/min pendant

30 minutes.

5.000 tr/min
pendant 30 min

Figure 19 : Préparation Des Lots Pour Centrifugation
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Apres centrifugation, le surnageant est récupéré sans adhérer la quantité des résidus
(nanoparticules) au fond des tubes.

Un lavage a

I’eau distillé, plusieurs fois, est requis afin de purifier les nanoparticules
recherchées.

—

Figure 20 : Lavage, Récupération Des Nanoparticules

[ Figure 21 : Les Nanoparticules Sont Sécher, Grattées, Récupérées Puis Conservées

Concernant I’utilisation et le stockage des nanoparticules, leur instabilité implique de les éloigner
le plus possible des sources de lumiére, ainsi que de les conserver a 4°C.
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Figure 22 : Organigramme général de la Synthése des nanoparticules a base d’extrait de Retama raetam
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4. Etude de P’activité antimicrobienne

Pour évaluer I’activité antimicrobienne de la plante médicinale Retama raetam nous avons
testées D'effet d’extrait aqueux sur différents souches bactériennes, Elle a été réalisée selon la

meéthode de diffusion en milieu gélose (antibiogramme).

L’activité inhibitrice du produit se manifeste par la formation d’une zone d’inhibition dans
le milieu de culture autour du disque, elle est considérée comme positive pour tout produit

donnent un diameétre d’inhibition supérieur & 8 mm. (Bssaibis et al., 2009).

4.1. Matériel
4.1.1. Matériel biologique
A. Souches Bactériennes Pathogénes

Tableau 1 : souches bactériennes

Famille Genre Code de Caracteristiques provenance
et la
espece souche

Bacille pyocyanique
gram négatif. C'est
un micro-organisme
aerobie considéré
comme un agent
pathogene
opportuniste, capable de
se développer
dans les milieux
Pseudomonas ATCC pauvres.(Henri, 2002 ;
Pseudomonadacées aeruginosa 27853 Ochoa et al, 2013)
les infections dues a
P.aeruginosa sont
difficiles a éradiquer en
raison de leur
résistance intrinseque
élevée ainsi que
de leur capacité a
acquerir une
résistance a différents
antibiotiques.
(Ochoa et al, 2013)

Bacille gram négatif
assez typique,
mesurant 1 um de long
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par 0,35um de
largeur.
C’est un aérobie
ATCC facultatif le plus
Enterobacteriacées Escherichia coli 25922 courant dans I’intestin
inferieur des
mammiferes peuvent étre
pathogénes en
provoquant de graves
maladies : les
entérohémorragies et les
péritonites.
(Zachary, 2015.)

S. aureus ou
staphylocoque doré est
une

Cocci gram positive.
Staphylococcus | ATCC Il mesure de 0,5 a 1 um

aureus 43300 de diametre, ne

sporule pas, est
immobile, aero-
anaérobie facultatif,
posséde un

coagulase-positif. Est un
agent
pathogene majeur
responsable de
diverses infections
apparus dans la
communauté et a
I’hopital. Elle
provoque des infections

osseuses, des
Staphylococcus | ATCC pneumonies, des

aureus 25923 bactériémies, des

endocardites et des
infections

articulaires (Anses, 2011

Staphylococcacées

Robert, 2013).
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B. L’activité antimicrobienne des extraits de Retama raetam
L’activité antimicrobienne des extraits de Retama raetam sera testée sur des souches de
collection internationale ATCC qui ont toutes été fournis par le laboratoire de microbiologie du
Centre Universitaire d’Ain Témouchent.

» Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

» Escherichia coli ATCC 25922.

» Staphylococcus aureus ATCC 25923.

» Staphylococcus aureus ATCC 43300.

4.1.2. Milieu de culture
> Bouillon nutritif
» Gelose Mueller Hinton (MH)

4.1.3. Appareils

La réalisation de ce travail a nécessité 1’utilisation de plusieurs appareils:
» Autoclave
» Etuve bactériologique a 37°C avec agitateur.
» \Vortex

4.2. Méthodes

4.2.1. Préparation des concentrations d’EA

Nous avons préparées les concentrations de 12 ,5 mg /ml ; 25 mg /mi

4.2.2 Préparation du milieu de culture
Le milieu de référence le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens
est la gélose nutritive Muller Hinton. Ce dernier a été stérilisé a I’aide d’un autoclave pendant

20min a 120°C. Avant d’utiliser la gélose MH est fondue dans un bain marie a 95 °C.

4.2.3. Ensemencement des souches conservées

42




MATERIELS ET METHODES

Dans un endroit stérile et a partir de la souche conservée, un ensemencement a été faite sur

des boites pétri contenant de la gélose de M-H pour les bactéries, puis incubation de 24h a 37°C.

4.2.4. Préparation des disques
Les disques sont préparés a partir de papier de wattman N °3 avec un diamétre de 6 mm,
Nous utilisons ces disques comme supports chargé des extraits a testé.

4.2.5. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

C’est une technique de mesure in vitro de I’effet antibactérien des substances actives extraite
qui permettent de Vvérifier la sensibilité ou la résistance des germes pathogenes vis -a- vis de ces
composés. Cette méthode est décrite par Jacob et Tonei, 1979.

% L’aromatogramme « méthode de diffusion sur disque » (Essawi et Srour, 2000) a pour but

de mettre en évidence I’activité antimicrobienne des différents extraits.

Figure N°23 : Méthode Aromatogramme
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4.2.6. Lecture des résultats

Apres la culture, ’effet des extraits se traduit par I’apparition autour du disque d’une zone
circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance et donc la zone d’inhibition du
principe actif (Choi et al, 2006).La mesure de la distance millimétrique de la zone est reportée sur
I’échelle de concordance afin que la souche soit interprétée comme étant :

v' sensible
v intermédiaire

V' résistante vis-a-vis du principe actif étudié.

Cette zone d’inhibition sera comparée a une échelle d’estimation de I’activité

antibactérienne (Djenadi., 2011).

v Résistante : diamétre < 8mm
v Sensible : diameétre compris entre 9 a 14 mm
v Treés sensible : diamétre compris entre 15 a 19 mm

v Extrémement sensible : diamétre > 20 mm
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5. Méthode d’étude de I’activité antimicrobienne de nanoparticules de nitrate
argent

Pour évaluer I’activité antimicrobienne de la plante médicinale Retama raetam, nous avons
testées I’effet de I’extrait aqueux des nanoparticules de nitrate d’argent par rapport I’extrait
aqueux et nitrate d’argent sur différents souches bactériennes, Elle a été réalisée selon la méthode

de diffusion en milieu gélose (antibiogramme).

5.1. Matériel biologique
5.1.1. Souches bactériennes
L’activité antimicrobienne des extraits de Retama raetam sera testée sur des souches de
collection internationale ATCC qui ont toutes été fournis par le laboratoire de microbiologie du
Centre Universitaire d’Ain Témouchent.
» Pseudomonas aeruginosa A22
» Escherichia coli
» Staphylococcus aureus ATCC 25922
» Staphylococcus aureus ATCC 43300.

5.1.2. Milieux de cultures
Pour I’activité antibactérienne le milieu Mueller Hinton « MH » , le bouillon nutritif et la
gélose nutritive ont été utilisés.
La gélose Mueller—Hinton est un milieu solide standardisé recommandé pour 1’étude de la
sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens par la méthode de diffusion ou de dilution en

gélose.

5.1.3. Appareils
La réalisation de ce travail a nécessité 1’utilisation de plusieurs appareils:
e Autoclave
e Etuve bactériologique a 37°C avec agitateur.
e \ortex

e Balance de laboratoire
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5.2. Méthodes
5.2.1. Préparation des suspensions
Nous avons préparées les concentrations suivantes :
» 25mg nitrate d’argent
» 25mg extrait aqueux
» 25mg nanoparticule d’argent
» 12.5 nanoparticule d’argent

5. 2.2 Préparation du milieu de culture
Le milieu de référence le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens est
la gélose nutritive Muller Hinton. Ce dernier a été stérilisé a 1’aide d’un autoclave pendant 20min

a 120°C. Avant d’utiliser la gélose MH est fondue dans un bain marie a 95 °C.

5.2.3. Préparation des boites de pétri

Figure 24: Préparation des boites de pétri

e Faire fondre les milieux gélosés au bain marie & homogeénéisation

® Le milieu de culture doit étre couler sous la haute a flux laminaire
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e e milieu de culture gélosé (& une température de 44-47°C) dans les boites de pétri de fagon a
obtenir une épaisseur de 4mm d’épaisseur pour les boites de 90mm

e Laisser refroidir et solidifier les milieux

¢ 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.

5.2.4. Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir de papier de wattman N °3 avec un diamétre de 6 mm, puis
nous 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 des

gouttes de chaque concentrations a 1’aide d une micropipette.

5.2.5. lecture des résultats

L'activité antimicrobienne est déterminée aprés I’incubation des boites dans une étuve a 37 °C

durant 24 h.

Figure 25 : Ensemencements des souches étudiées et ’ajout des disques
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Apres la culture, ’effet des concentrations préparées se traduit par I’apparition autour du disque
d’une zone circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance et donc la zone
d’inhibition du principe actif (Choi et al, 2006).La mesure de la distance millimétrique de la zone
est reportée sur I’échelle de concordance afin que la souche soit interprétée comme étant :

v' sensible

v’ intermédiaire

V' résistante vis-a-vis du principe actif étudié.
Cette zone d’inhibition sera comparée a une échelle d’estimation de I’activité antibactérienne
(Djenadi., 2011).

v' Résistante : diamétre < 8mm

v" Sensible : diameétre compris entre 9 a 14 mm

v’ Trés sensible : diamétre compris entre 15 a 19 mm

v Extrémement sensible : diamétre > 20 mm

6. EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE D’EXTRAIT AQUEUX ET DES
NANOPARTICULES

4.1. Le teste de piégeage des radicaux libre DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl)

Le test DPPH est une méethode largement appliqué pour estimer l'activité antioxydant
(Molyneux, 2004).

4.1.1. Principe

Le DPPH est un radical libre de formule brute (C18 H12 N5 O6) (Porpovici et al., 2010) stable
de couleur violacée qui absorbe a 517 nm et cette stabilité est due a la délocalisation des
électrons libres au sein de la molécule (Molyneux, 2004).

En présence d’antioxydants, il réagit avec eux par l'intermédiaire de deux mécanismes différents :
une abstraction directe de I'nydrogéne des groupes d’hydroxyles ou un processus de transfert
d'électron, pour former un produit final stable coloré en jaune (Akowuah et al., 2005 ; Huang et
Prior., 2005).
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Les absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est

proportionnel au pouvoir antiradicalaire de 1’échantillon.

(antloxydant)
o O " zQ
H
e O\
R,
DPPH DPPH
<> &
VIOLET JAUNE
\LA

Figure N°26 : Réaction entre le DPPH*et le compose antioxydant pour former le DPPH (Sarr
et al., 2015 ; Ramadan, 2010)

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical DPPH.
(Khoudali et al., 2014)

1 ml de chaque solution méthanolique des extraits a différentes concentrations sont ajoutés a 1 ml
de la solution méthanolique du DPPH (0,025¢/l). Parallelement, un contréle négatif est préparé

en mélangeant 50ul du solvant utilisé avec 1,95 ml de solution méthanolique de DPPH.
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Figure N°27 : Préparation de solution

Puis incubation pendant 30 minutes a I’obscurité et a la température ambiante. La lecture se fait
au spectrophotométre a 517nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions pour chaque
concentration (Brand-Williams, 1996).

Un témoin positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’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 été exprimés en pourcentage d’inhibition

(1%) (Bougandoura et Bendimerad, 2013 ; Sanchez-Moreno, 2002).

Figure N°28 : La lecture des absorbances a
I’aide d’un spectrophotometre

4.1.2. Expression des résultats

e Le pourcentage d’inhibition est calculé selon I’équation suivante (Mida et al., 2012)

1= [(Ab-Ae)/Ab] x 100
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| : Pourcentage d’inhibition
Ab : Absorbance du contr6le négatif
Ae : Absorbance de I’échantillon

e La concentration 1C50
La CI50 (aussi appelé EC50 Efficient concentration 50), concentration de I'échantillon
nécessaire pour neutraliser 50% des radicaux libres (Dieng et al., 2017).
Ilest inversement lié a la capacité antioxydant d'un composeé (Khoudali et al., 2014) car il
exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%
(Laib et Barkat, 2011).
Elle est calculée graphiquement par la régression linaire des graphes tracés, pourcentages
d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions utilisées en utilisant le logiciel
Sigma-plot. (Bertoncelj et al., 2007 ; Fabri et al., 2009).

8. TESTS PHYTOCHIMIQUES

Les tests phytochimiques sont réalisés sur I’extrait aqueux et acétone.

» Les tanins (Himour et al., 2016) : On ajoute 3 guttes de FeCl3, 1% a 1 ml d’extraits. Aprés 2
min d’incubation, un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue ou verte

foncée.

> Les flavonoides (Karumi et al., 2004) : 2 ml de chaque extrait végétal sont traités avec
quelque goutte d’HCL 37%, et avec 0.5 g de tournure de magnésium (Mg). Le test positif est

marqué par I’apparition d’une couleur rouge ou orange qui caractérise les flavonoides.
> Les terpénoides (Khan et al., 2011) : On ajoute 1 ml de chloroforme et 1.5 ml de H2SO4
concentré a 2.5 ml de nos extraits. La présence des terpénoides est réveélée par I’apparition de

deux phases et une couleur marron en interphase.

» Les stérols : réaction de Libermann-Burchard (Himour et al., 2016)
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On traite 1 ml d’extrait avec 2.5 ml d’anhydre acétique et des gouttes de H2SO4 concentrée. Les

stéroides donnent avec cette réaction une coloration violacée virant au vert.

» Les coumarines (Bruneton, 1999) : 1 ml de chaque extrait, on ajoute 1 ml d’eau chaud. La
solution obtenue est divisée en deux parties égale dont la premiére représente un témoin et la
deuxiéme est traitée avec 0.5 ml de NH4OH a 10%.ensuit une goutte de chaque extrait
prélevé et déposer sur un papier filtre qui sera observé sous la lumiére ultraviolette et

I’apparition d’une fluorescence intense révéle la présence de coumarines.

> Les alcaloides (Nsambu et al., 2014) : 2.5 ml d’HCL a 1% sont ajoutés a 0.1ml d’extrait, et

incubés au bain-marie pendant 10 min.

¢ La solution obtenue est divisée en deux parties. On ajoute a I'une le réactif de Mayer et a
I’autre Wagner. L’apparition d’un précipité blanc ou brun révéle la présence des alcaloides.
» Reéactif de Mayer : dissoudre 1,358d d’HgCI12 dans 60 ml d’eau distillée puis 5g de KI dans
10ml d’eau distillée. On melange les deux solutions et on ajuste le volume total a 100 ml.
> Reéactif de Wagner : Dans 75mL d'eau distillée. dissoudre 2g de Kl et 127g de 12. Le

volume obtenu est ajusté a 100 ml avec l'eau distillée.

> Les quinones libres (Oloyede, 2005)
A un volume de 1mL de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 1%. L'apparition

d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres.

> Les saponosides (Guessan et al., 2009)
On ajoute 1 ml d'eau distillee a 2 ml de chaque extrait, puis la solution est agitée pendant 1
minute. La présence des saponosides est confirmée par I'apparition d'une mousse qui persiste

durant 15 minutes. Le test est considéré comme positif si I'épaisseur de la mousse dépasse 1cm.

» Les composes réducteurs (Trease et Evans, 1987)
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On ajoute & 1 ml de nos extraits 0.5 ml de Liqueur de Fehling A et B puis on chauffe les tubes au

bain marie & 100°C. Un test positif est indiqué par I'apparition d'un précipité de couleur rouge

brique.
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Résultats et discussion

Les résultats des activités biologiques

.1 Lestests phytochimiques

TABLEAU 04 : résultats des tests phytochimiques

Extrait aqueux Extrait acétone

Tanins + ++
Flavonoides - R
térpénoides + _

Stérols - -+
Coumarines + +
Alcaloides ++ n
Quinonesl ibres +++ -
Saponosides +++ R

Composés réducteurs - +++

Les résultats sont exprimés selon le type de réaction : (Dairaet al., 2016)

» Trés positive : +++

» Moyennement positive : ++
» Positive : +

> Négative : —

D’aprés le tableau n° 04 qui représente les résultats ;

Dans I’extrait aqueux, la recherche des tanins, des terpénoides , des coumarines ,des
alcaloides, des quinones libres, des saponosides ont été positifs, et les terpnoides par contre

celle des flavonoides et des stérols ont été négatifs et des composés réducteurs.

Dans I’extrait acétone nous remarquons une forte présence des tanins (+++), des stérols. La
recherche des alcaloides (Mayer et Wagner), les composés réducteurs sont tres positive par
contre on a 1’absence et des flavonoides des terpnoides, aussi les oumarines, les quinones

libres, les saponosides.
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Nos tests phytochimiques révelent la richesse de cette plante en tanin, en alcaloide,
dans les deux extraits de I’espéce étudiée. De méme nous avons enregistré une présence

importante des alcaloides, des quinones libres seulement dans I’extrait aqueux.

La valeur médicinale des plantes est liée a leurs constituants phytochimiques bioactifs

qui produisent des actions physiologiques précises sur le corps humain (Ulah et al. 2011).

Et selon Merbouha et Iman, 2019 ; les alcaloides a été employé pour soulager les

douleurs et comme agent antiseptique, antibactérien, antifongique et antiviral

Ainsi des composées réducteurs sont fortement positif dans les extraits bruts acetoniques.

2. L’évaluation de Pactivité antibactérienne

L<activité antibactérienne d’extrait aqueux et des nanoparticules a base d’extrait aqueux a
été évaluée in vitro, sur différentes souches bactériennes, par la méthode de diffusion sur
disque en milieu solide. Vis —a vis une bactérie Gram positif dont fait partie : Staphylococcus
aureus ATCC 25923, deux bactéries Gram négatif dont fait partie : Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Cette méthode consiste a déposer des échantillons sur un milieu nutritif dans lequel une
souche bactérienne a été inoculée. Elle permet de voir directement 1’effet antibactérien du
matériau soit par I’apparition d’un halo d’inhibition autour des disques de I’échantillon si
celui-ci diffuse, soit par I’absence de la croissance bactérienne dans la zone ayant été en

contact avec le matériau si celui-ci est inhibiteur
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Zone d'inhibition en mm
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E.coli S.a43300 S.a 25900
Souches Bacteriennes

P.a A22

M Extrait aqueux 12,5 mg/ml

M Extrait aqueux 25 mg/ml

Figure 29 : Représentation graphique de I'activité antimicrobienne de I'extrait
aqueux réalisé par la méthode de diffusion sur disque

Figure 30 : résultats de I’activité antimicrobienne d’Extrait Aqueux
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Zone d'inhibition en mm
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Figure 31 : Représentation graphique de I’activité antimicrobienne des
Nanoparticules a bases des d’extrait par rapport nitrate d’argent et extrait aqueux
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Figure 32 : résultats de I’activité antimicrobienne des AQNOPs
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Afin d'examiner 1’activité antimicrobienne de I’extrait du plante Retama raetam, solution
de nitrate d’argent AgNO3 et des nanoparticules d'argent synthétisées AgNPs, On
observe que les différentes souches de bactéries étudiées réagissent difféeremment aux
solutions testées, méme s’il s’agit de deux souches d’un méme gram bactérien. L'effet
inhibiteur renommé de l'argent est connu pour de nombreuses années et utilisé pour
diverses applications médicales. Il ressort a travers 1’observation des zones d’inhibition
répertoriées dans le tableau précédent, que AgNO3 testée manifestent des zones
d’inhibition dont le diamétre varie de 7 a 10 mm contre P. aeruginosa et E. coli, a
I’exception de S. aureus qui se révele résistante a cette produit. D’autre part, 1’extrait
aqueux de plante Retama raetam ne présente aucune activité antibactérienne vis-a-vis les

trois souches.

Selon nos résultats, nous remarquons que la souche s.aureus 25922 est la plus sensible a
I'extrait AgNOPs avec un DZI de 20 mm jusqu'a 40 mm, suivi de I'extrait AQNO3z de 0
mm jusqu'a 7 mm, donc la bactérie S.aureus ATCC 43300 est sensible beaucoup plus au
extrait NPs a leur demi concentration de DZI de 12 mm qui présente la meilleur activité

pour cette souche .

Le pouvoir antibactérien plus prononcé sur la souche E.Coli est celle des NPs (DZI 28
mm jusqu'a 40 mm).La souche P.aeruginosa se révele plus sensible vis-a-vis I'extrait des
AgNO3 des différentes concentrations, mais dont la quelle la plus grande zone
d'inhibitions est marquée par les NPs de diametre de 42 mm. Cependant, aucune zone
d'inhibition n'a été observée pour toutes les concentrations de notre extrait aqueux. Ce qui
signifié que les diametres des halos d'inhibition est proportionnel a composition d’extrait

et pas aux concentrations.

En plus, les NPs d’Ag montrent une efficacité antimicrobienne plus élevée par rapport les
nitrates d’argent en raison de leur faible taille et son grande superficielle, qui fournit a un
meilleur contact avec micro-organismes. Quelle que soit la bactérie utilisée, on observe
des halos d’inhibition autour les NPs d’Ag, ce qui signifie qu’il y a de phénoméne de
diffusion del’agent antibactérien et qui indiquant que les NPs d’Ag présentent un effet
inhibiteur de la croissance bactérienne, aussi appelé effet bactériostatique. Donc L’argent
a été I’un des premiers antimicrobiens utilisés historiquement, mais notre étude montre

que les NPs d’Ag peuvent étre plus efficaces que 1’argent.

Les observations menées révelent que a l'aide d'extraits de la plante Retama raetam

naturels, les NPs d’Ag synthétisés confirment leur effet antibactérien sur les pathogeénes
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courants dont Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.

Il. 1. L’évaluation de Pactivité antioxydante avec Piégeage des radicaux DPPH°

Plusieurs méthodes ont été développées pour évaluer toute I'activité antioxydant des fruitsou
d'autres tissus de plante car il y a différents antioxydants et radicaux libres. L’activité
antioxydant des extraits aqueux des feuilles de la plante Retama raetam et les NPs d’Ag a été
déterminée par 1’Activité antiradicalairce DPPH et 1’acide ascorbique est utilisé comme

standard pour préparer la gamme d’étalonnage.
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1.1. Variation du pourcentage de réduction en fonction de la concentration de

chaque Echantillon

a- Activité antioxydante de I’extrait aqueux
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Figure 33 : Activité anti-radicalaire de I’extrait

aqueux

b- Activité antioxydante de I’acide ascorbique
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Figure 34 : Activité anti-radicalaire de I’acide ascorbique
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c- Activité antioxydante des nanoparticules a base de I’extrait de la plante Retama

100 1 y =11.521In(x) + 65.242
90 - R? = 0.9592 *

% de l'activité antiradicalaire

0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Concentrations en mg/ml
Clso 0,7728

Figure 35 : Activité anti-radicalaire des nanoparticules a
basede ’extrait

D- Comparaison des extraits avec I’acide ascorbique par rapport IC50

1.4

1C50 en mgmil

Extrait agueux Acide ascorbigue Manoparticules
Echantillons

Figure 36 : représentation graphique montre la comparaison
entre Pextrait aqueux, les nanoparticules
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Le profil anti radicalaire obtenu (figure N°36) révele que tous 1’extrait aqueux et les
nanoparticules a base d’extrait aqueux de cette plante doués d’un effet antioxydant
considérable. Ce qui confirme et indique que 1’extrait et les nanoparticules de la plante
Retama raetam ont un pouvoir anti-radicalaire important notamment I'inhibition de
certain enzyme tels que la xanthine oxydase qui est un enzyme producteur des radicaux
libres. Nos résultats montrent que ’extraits d’acide ascorbique (IC50= 0.339 mg/ml) et
I’extrait des nanoparticules a base de Retama raetam (IC50= 0.7728 mg/ml) possédent
une activité antioxydant plus faible par rapport a celui de I'extrait aqueux (IC50= 1.2084
mg/ml). On peutconstater que les nanoparticules a base d’extrait aqueux ont un pouvoir

de piégeage du radicalDPPH important,

Donc I’effet antioxydant des nanoparticules est attribuée a la composition chimique de

I’extrait qui contenus une concentration trés élevée en composes phénoliques.

Des travaux similaires concernant l'activité antioxydante des extraits des feuilles et des
fruits de Retama raetam ont démontrés que le pouvoir anti-radicalaire étre da a la
présence des composés phénoliques, et qu'ils ont la capacité de piéger les especes

radicalaires et les formes réactives de I'oxygene (Kelly et al., 2012).

Les résultats de I'étude phytochimique (figures 33,34,35,36) ont montrées que l'extrait
aqueux de notre plante est plus riche en polyphénols que les deux autres extraits donc ¢a
capacité de piéger les radicaux DPPH est plus élevée. Plusieurs études ont montrées que
I'effet scavenger des produits végétaux est principalement attribuable aux composées
phénoliques comme les flavonoides, les tanins...etc. (Nagavani et al., 2010, Cartea et
al., 2010). Les flavonoides sont classés comme des antioxydants mixtes (Romalho et al.,
2005), car ils sont capables de donner des protons aux radicaux libres, et sont encore
capables d'empécher la formation des especes réactives de lI'oxygene (ROS), soit par
I'inhibition des facteurs impliqués dans ce processus, ou par chélation des traces

métalliques impliqués dans leur production ( Agatia et al., 2012) .
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+* Conclusion générale

Les AgNP ont été synthétisés avec succés a 1’aide extrait de feuille de plante
médicinale. La synthétiseé des AgNps sont de nature cristalline, polydispersés et
présentent des bande de SPR d’énergie a environ 444 nm, en fonction des parameétres
contrdlables. Le la synthése s'avére efficace en termes de temps de réaction ainsi que la
stabilité des AgNPs. Le processusde synthése, la formation de AgNPs dépend de maniere
critique sur le pH, la température, la concentration de réactif et le temps de la réaction. En
modifiant ces parametres environnementaux, la taille et la forme des nanoparticules
synthétisées peut étre modifiée. La synthese des AgNPs s'accroit avec le temps a une

température plus élevée et a un pH alcalin.

La présente étude a établi la synthése bio-réductive de nanoparticules d’Ag en utilisant
un simple extrait d’eau de plante. Cet ingrédient naturel facilement disponible
nanoparticules Agsphériques formées stabilisée par PVA et extrait de la plante. Matiéres
organiques solubles dans I'eau présents dans le matériel végétal étaient principalement
responsables la réduction ainsi que la stabilisation des ions Ag a nanomeétrique particules,
confirmées par spectroscopieFTIR étude. La taille et la forme des nanoparticules ont été
étudiées a l'aide de Mesures MEBet zeta sizer. Le modéle de XRD a confirmé la structure

de réseau cubique a faces centrées des nano cristaux d'argent.

D’autre coté, les nanoparticules synthétisées ont montré un effet bactéricide tres
efficace contre les trois types des bactéries vis-a-vis Escherchia Coli, les Staphylococcus
et Pseudomonas aeruginosa. Lesnanoparticules d’argent préparées de cette maniere ont
également montré des propriétés antioxydant raisonnables. Tous ces résultats démontrent
gue le bio-ingrédients présents dans I'extrait de I’arbuste était efficaces pour la synthese
des nanoparticules d'Ag avec une efficacité biologique qui offre la possibilité de
I’incorporer dans la composition des produits alimentaires et pharmaceutiques, ou méme

donner un nouvel souffle au domaine des antibiotiques.
+»* Perspectives

Grace a leurs nano-tailles, les nanoparticules offrent des perspectives d’applications
révolutionnaires, notamment en phytothérapie, la médecine, la synthése des nouvelles
molécules thérapeutiques, ou méme dans le domaine de I’énergie, la métrologie et

I’écologie.
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