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Résumé

Dans la présente étude, un extrait hydro-éthanolique a été préparé a partir des feuilles de
Marrubium vulgare. Puis, les teneurs totales en composés phénoliques et flavonoides ont été
déterminées par des méthodes colorimeétriques. Les résultats obtenus ont montré que I'extrait hydro-
éthanolique avait une teneur en polyphénols de 2,0107+£0,124 mg EAG/mI d'extrait et en flavonoides
de 2,0536+ 0,0868 mg EQ/mI d'extrait.

Par la suite, des AgNPs ont été biosynthétisées en traitant une solution aqueuse de nitrate
d’Argent (AgNO3) avec I’extrait hydro-éthanolique de la plante Marrubium vulgare comme agent
réducteur d'Ag* en Ag® dans des conditions d’obscurité, puis elles ont été caractérisées par la
technique de diffusion dynamique de la lumiere et le potentiel zéta afin de déterminer la distribution
granulométrique et la stabilité des AgNPs.

L’activité antimicrobienne de I’extrait hydro-éthanolique de la plante Marrubium vulgare et
des AgNPs a été déterminée par la méthode de diffusion des puits sur des milieux semi solide vis-a-
vis quatre souche bactériennes y compris Staphylococcus aureus(44300), Listeria monocytogenes
(CIP 82110), Escherichia coli(ATCC 10536) , Pseudomonas aeruginosa (CIP A22)et contre cing
souches fongiques y compris Aspergillus carbonarius (M333) , Umbelopsis ramanniana (NRRL
1829), Aspergillus flavus(NRRL 3251), Aspergillus parasiticus(CBS 100926), Aspergillus niger.

L’activité antimicrobienne de 1’extrait hydro-éthanolique de la plante Marrubium vulgare a
montré un effet tres faible contre les bactéries a Gram négatif y compris E. coli et P. aeruginosa avec
une absence totale d’effet contre les bactéries a Gram positif. Ainsi qu’ils n’y avaient pas un effet
contre les souches fongiques a 1’exception contre la souche U. ramanniana. En revanche, I’activité
antimicrobienne des AgNPs a montré un effet contre les bactéries a Gram positif y compris S. aureus,
L. monocytogenes et contre les bactéries a Gram négatif y compris E. coli a des concentrations (1
mg/ml ; 0,5 mg/ml) d’AgNPs respectivement. Ces AgNPs ont également montré une bonne activité
antifongique, vis-a-vis cing souches de champignon A. carbonarius, U. ramanniana, A. flavus, A.
parasiticus et A. niger avec une concentration 1 mg/ml et 2 mg/ml d’AgNPs respectivement. Nos
résultats confirment que les nanoparticules d'Argent sont de puissants agents antimicrobiens.

Mots clés: Marrubium vulgare, nanoparticule d'Argent, polyphénols, flavonoide, activité
antibactérienne, activité antifongique.



Abstract

In the present study, a hydro-ethanolic extract was prepared from the leaves of Marrubium
vulgare. Then, the total contents of phenolic compounds and flavonoids were determined by
colorimetric methods. The results obtained showed that the hydro-ethanolic extract had a content of
polyphenols of 2.0107+0.124 mg EAG/mI of extract and of flavonoids of 2.0536+ 0.0868mg EQ/mI
of extract.

Subsequently, AgNPs were biosynthesized by treating an aqueous solution of Silver nitrate
(AgNO:s) with the hydro-ethanolic extract of the plant Marrubium vulgare as a reducing agent from
Ag+ to Ag0 under dark conditions, then they were characterized by dynamic light scattering
technique and zeta potential to determine the particle size distribution and stability of AgNPs.

The antimicrobial activity of the hydro-ethanolic extract of the Marrubium vulgare plant and
AgNPs was determined by the well diffusion method on semi-solid media against four bacterial
strains including Staphylococcus aureus (44300), Listeria monocytogenes(CIP 82110), Escherichia
coli(ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa(CIP A22) and against five fungal strains including
Aspergillus carbonarius (M333), Umbelopsis ramanniana(NRRL 1829), Aspergillus flavus(NRRL
3251), Aspergillus parasiticus(CBS 100926), Aspergillus niger.

The antimicrobial activity of the hydro-ethanolic extract of the Marrubium vulgare plant
showed a very weak effect against Gram-negative bacteria including E. coli and P. aeruginosa with
no effect at all against Gram-positive bacteria. Thus, they had no effect against fungal strains except
against the strain U. ramanniana. In contrast, the antimicrobial activity of AgNPs showed effect
against Gram-positive bacteria including S. aureus, L. monocytogenes and against Gram-negative
bacteria including E. coli at concentrations (1 mg/ml; 0.5 mg/ml) of AgNPs respectively. These
AgNPs also showed good antifungal activity against five fungal strains A. carbonarius, U.
ramanniana, A. flavus, A. parasiticus and A. niger with 1 mg/ml and 2 mg/ml concentration of AgNPs
respectively. Our results confirm that silver nanoparticles are potent antimicrobial agents.

Keywords: white horehound, Silver nanoparticle, polyphenols, flavonoids, antibacterial activity,
antifungal activity.
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Introduction

La nanotechnologie est en train de devenir un domaine en croissance rapide avec son
application dans la science et la technologie, dans le but de fabriquer de nouveaux matériaux a
I'échelle nanométrique (Albrecht et al., 2006). Des méthodes de synthese verte employant soit des
micro-organismes biologiques tels que des bactéries (Joerger et al., 2000), des champignons
(Shankar et al., 2003a) ou des extraits de plantes (Shankar et al., 2003b ; Gardea-Torresdey et
al., 2003 ; Chandran et al., 2006), se sont imposées comme une alternative simple et viable aux
procédures de synthése chimique plus complexes pour obtenir des nanomatériaux (Logeswari et
al.,2015).

L'utilisation de plantes pour la synthése de nanoparticules peut étre avantageuse par rapport a
d'autres processus biologiques, car elle élimine le processus élaboré de maintien des cultures
cellulaires et peut également étre adaptée a la synthese a grande échelle de nanoparticules dans un

environnement non aseptique (Veersasamy et al., 2011).

Différents types de nanomatériaux sont utilisés comme I’ Argent, le Cuivre, le Zinc, le Titane
(Retchkiman-Schabes et al., 2006), le Magnésium, I'Or (Gu et al., 2003), I'Alginate (Ahmad et al.,
2006). L'Argent est utilisé depuis des temps immémoriaux sous forme d'Argent métallique, de nitrate
d'Argent, de sulfadiazine d'Argent pour le traitement des brdlures, des plaies et de plusieurs infections
bactériennes. Mais en raison de I'émergence de plusieurs antibiotiques, I'utilisation de ces composes

d'Argent a considérablement diminué.

Les nanoparticules d'Argent sont révélées les plus efficaces parce qu’elles ont une bonne
efficacité antimicrobienne contre les bactéries, les virus et autres micro-organismes eucaryotes (Gong
et al., 2007). Les produits a base d'Argent sont connus depuis longtemps par leurs effets
antibactériens, notamment les infections (Shankar et al., 2004). Les nanoparticules d'Argent
présentent des effets antifongiques (Wiley et al., 2006 ; Ramirez-Medina et al., 2009), anti-
inflammatoires (Panacek et al., 2009), antiviraux (Nadworny et al., 2008), anti - angiogenese

(Rogers et al., 2008) et antiplaquettaire (Gurunathan et al., 2009).
Notre travail est axé sur deux parties principales :

% Une étude bibliographique qui décrit une généralité sur la plante étudiée Marrubium
vulgare, les nanoparticules et leurs origines en se basant principalement sur les
nanoparticules d’Argent avec leurs propriétés et leurs synthése biologiques a ’aide
des différents modeles biologiques, ainsi que leurs différentes applications.

7

% Une étude experimentale partagée en deux chapitres :



Le premier chapitre décrit le matériel et les méthodes, dans lequel nous avons
adopté la démarche expérimentale suivante : Dans un premier temps nous avons
préparé un extrait hydro-éthanolique a partir des feuilles sechées et broyées de la
plante Marrubium vulgare (macération). Avant de lancer la biosynthese des
nanoparticules d’Argent (AgNPs), les teneurs en polyphénols et en flavonoides
existants dans 1’extrait ont été déterminées grace a des méthodes colorimétriques.
Les AgNPs néosynthétisées ont été caractérisées par la technique de la diffusion
dynamique de lumiere et le potentiel zéta. L’extrait hydro-éthanolique de la plante
Marrubium vulgare et les AgNPs synthétisés ont eté testees sur différentes souches
pathogénes bactériennes et fongiques afin d’évaluer leur effet antimicrobien.

Dans le second chapitre, nous avons présenté les résultats obtenus et leur

discussion. A la fin nous avons cl6turé par une conclusion générale.
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1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Généralités sur Marrubium vulgare
1.1.1 Description botanique de Marrubium vulgare

Marrubium vulgare est une plante herbacée de 20 a 100 cm de hauteur, vivace, a racine
pivotante coriace, ligneuse, ramifiée ou & nombreuses racines latérales fibreuses et a tiges
nombreuses, quadrangulaires, dressées, tres duveteuses. Les feuilles sont arrondies, ovales,
généralement dentées, pétiolées, veinées et blanchies a la surface, et elles sont disposees par paires

opposees sur une longue tige (Figure 1) (A¢imovi¢ et al., 2020).

Figure 1: Photos de I’espéce Marrubium vulgare L.

https://algerianativeplants.net/html/plante-algerie-inventaire.php?char=M

1.1.2 Systématique et localisations géographiques de Marrubium vulgare

Le genre Marrubium appartient a la famille de Lamiacées et comprend plus de 75 espéces,
principalement réparties sur la cote méditerranéenne, les zones tempérées du continent eurasien et
certains pays d'’Amérique Latine (Meyre-Silva et al., 2005 ; Rigano et al., 2006). Ce genre pousse
dans toute I'Afrique du Nord et est réparti dans toute I'Algérie et I'Europe, I'Asie centrale et du sud-

ouest et les Tles Canaries. Il existe 50 especes en Méditerranée. Sept especes sont répertoriées en


https://algerianativeplants.net/html/plante-algerie-inventaire.php?char=M

Algérie (Zaabat et al., 2010). La systématique de I’espece Marrubium vulgare est illustrée dans le

tableau I.

Tableau I : Classification de 1’espéce de la plante Marrubium vulgare (Judd et al., 2002) :

Régne Végetale
Embranchement Angiosperme

Classe Eudicotylédones
Sous-classe Gamopétale

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Marrubium

Espéce Marrubium vulgare L

1.1.3 Dénominations de la plante
Parmi les noms vernaculaires de la plante Marrubium vulgare sont :
En Algérie : Meriwet
France : Marrube blanc
Anglais : white horehound
Italie : Marrubbio
1.1.4 Composition chimique de Marrubium vulgare

Des études photochimiques antérieures sur M. vulgare ont montré la présence d'alcaloides, de
lactones, de stéroides, de flavonoides, d'esters phénylpropanoides, de vitamine C et de diterpénoides.
Cette plante contient également les mucilages, les pectines, la bétonicine, la stachydrine, beaucoup
de fer, et peu d'huiles essentielles. Un certain nombre de sels minéraux ont été également identifiées
(Boudjerda et al., 2010). En outre, cette plante contient des tanins spécifiques des Lamiacées et
dérivés de 1’acide hydroxycinnamique (Acide cholorogénique, caféique, caféylquinique) (Witchtl et

Anton, 2003). Les principaux constituants chimiques sont mentionnés dans le tableau II.



Tableau I1 : Les principaux constituants chimique de la plante Marrubium vulgare (Bendif, 2021).

v-Eudesmol 11,93 Geranyl tiglate 5,53
p-Citronellol 9,9 1,8- Cineole 3,72
Citronellyl formate 9,5 Neryl acetate 3,41
Germacrene-D 9,37 d-Cadinene 33
Geranyl formate 6,25 Cyclononasiloxane 3,08
octadecamethyl
Geranyl tiglate 5,53 Géraniol 2,74
Ledene 5,35 Eicosamethyl 2,29

cyclodecasiloxane

trans-Caryophyllene 2,15 a-Thujone 2,29

1.1.5 Composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence de cycles
aromatiques avec des groupes hydroxyle libres ou liés a un glucide. Ils sont présents dans toutes les
parties des plantes supérieures (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines et bois) et
interviennent dans de nombreux processus des facteurs physiologiques tels que la croissance
cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines ou fruits mars. Les plus représentés sont les

anthocyanes, les flavonoides et Tanins (Boizot et Charpentier, 2006).

1.1.5.1 Flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires d’origine végétale largement distribués dans
le regne végétal, sont souvent consommeés sous forme de fruits, légumes et boissons (comme le vin
et le thé). Ils sont capables de moduler I'activité de certaines enzymes et modifier le comportement
de plusieurs systemes cellulaires (Ghedira, 2005).

Les flavonoides comprennent plus de 5000 composés individuels connus jusqu'a présent.
Malgré ce grand nombre, les flavonoides partagent tous les mémes structures de base mais se différent

selon les motifs d’hydroxylation, et les possibilités de méthylation et/ou de glycosylation de différents



groupements hydroxyles. Les principales structures de base sont illustrées dans la figure 2 (Airoldi

etal., 2018).
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Figure 2 : Structures de base des principaux flavonoides naturels (Wang et al., 2018a ; Airoldi et
al., 2018).

En plus de leur principale propriété antioxydante, les flavonoides possedent également de
nombreuses activités biologiques (anti-inflammatoire, antiulcéreuse, antivirale, anticancéreuse,

antidiabétique et cytotoxique, etc) (Karak, 2019).
A. Activité antioxydante

Les antioxydants sont des composés chimiques qui protégent les cellules humaines, animales
et végétales contre les dommages causés par les Especes Réactives de I’Oxygene (ROS). Les
flavonoides sont I'un des meilleurs composes phytochimiques qui agissent comme des antioxydants
et inhibent ainsi les facteurs de pathogénese. L'activité antioxydante dépend de I'arrangement des
groupes fonctionnels dans le noyau flavan (Karak, 2019). Les flavonoides protégent également les
membranes cellulaires endommagées due a la peroxydation des lipides. Ainsi, les flavonoides
contribuent en tant qu'antioxydants, a la prévention de nombreuses maladies causees par le stress
oxydatif (Karak, 2019).



B. Activité antimicrobienne

Les plantes peuvent synthétiser des flavonoides en réponse a une infection microbienne, qui
sont considérés comme des substances antimicrobiennes tres efficaces contre une grande variété de
micro- organismes. Plusieurs études montrent que les extraits de plantes qui sont riches en flavonoides
possédant une activité antibactérienne (Karak., 2019). Les sous-classes des flavonoides tels que les
glycosides de flavone et flavonol, les isoflavones, les flavanones et les chalcones possédent une
puissante activité antimicrobienne. Le mode d'action antimicrobien peut étre lié a leur capacité a
inactiver les adhésines microbiennes, les enzymes, les protéines de transport de I'enveloppe cellulaire,
etc. Les flavonoides lipophiles peuvent également perturber les membranes bactériennes (Karak.,
2019).

1.1.5.2 Tanins

Les tanins sont des produits naturels présents dans plusieurs familles de plantes et ont de
grandes quantités de cycles phénoliques dans leur structure. Les tanins sont classés en deux groupes
: hydrolysables et condensés. Les tanins condensés contiennent des unités flavonoides a plusieurs
degrés de condensation. Les tanins hydrolysables sont considérés comme un mélange de phénols
simples avec des liaisons ester dans leur structure. Il existe de nombreux facteurs tels que les
composés alcalins, les acides minéraux et les enzymes qui ont la capacité d'hydrolyser les tanins
(Konczak et Zhang, 2004).

1.2 Généralités sur les nanoparticules
1.2.1 Définition de nanoparticules

La nanotechnologie est définie comme la compréhension et le contrdle de la matiére a des
dimensions d'environ 1 a 100 nm, ou des propriétés physiques uniques rendent possibles de nouvelles
applications. Les nanoparticules (NPs) sont donc considérées comme des substances dont la taille est
inférieure a 100 nm dans plus d'une dimension. Ces substances peuvent étre sphériques, tubulaires ou
de forme irréguliére ect. (Nowack et al., 2011). En raison de leur différente forme et de leur rapport
surface/volume éleve, ces particules ont un large éventail d'applications potentielles (Berry et Curtis,
2003).

1.2.2 Sources de nanoparticules
Selon Boczkowski et Lanone (2010), On distingue trois sources de nanoparticules :

a) Des nanoparticules naturelles, presentes dans I'environnement (poussiere brilante ou

volcanique, érosion).



b) Des nanoparticules produites par I'nomme de maniere involontaire (particules ultrafines
de pollution de I'air) Gaz, émissions diesel, nanoparticules fumeées de soudage, etc.)
c) Des nanoparticules qui sont en quelque sorte produites par I'homme de maniére

intentionnelle ; nanoparticules métalliques artificielles.
1.2.3 Classification de nanoparticules

La classification des différents types de nanoparticules est basée sur trois parametres (Baredar et
al., 2021) :

- Leur origine.
- Leur dimension.

- Leur structure.
1.2.3.1 Classification des nanoparticules basée sur leur origine

Les nanoparticules sont naturellement disponibles dans nos ressources issues de tempétes ou
de I'éruption du volcan ou des ressources bioénergétiques. Pour éviter I'épuisement de ces ressources
naturelles, de nouvelles nanoparticules artificielles ont été développées tel que les pesticides utilisés
dans le traitement de la fertilit¢ des sols qui ont de bonnes propriétés de pénétration. Les
nanoparticules artificielles sont classées en deux types: Organique et inorganique (Buzea et
Pacheco, 2017).

A. Nanoparticules organiques

Les particules organiques sont synthétisées a partir des composés organiques tels que des
protéines, des lipides, des glucides etc. Elles sont classées en fonction de leurs dimensions, leurs
propriétés de surface et leurs propriétés biologiques (Pan et Zhong, 2016). Parmi les nanoparticules

organiques : dendrimeres, micelles, liposomes
% Dendrimeres

Le mot grec « dendrom » signifie « arbre » également nommé « arborols ou cascade
molécules ». Les dendriméres sont des molécules tridimensionnelles constituées d’atomes comme
I'azote dans lequel une série de réactions ont été réunies pour former une structure de forme circulaire
(Figure 3). La taille peut augmenter avec une augmentation des couches autour de cette structure de
forme circulaire. Les couches internes sont continuellement attachées au noyau et I'extérieur est lié
aux générations intérieures. lls sont biodégradables dans la nature. Les dendriméres ne possédent

aucun risque au cours de leur utilisation dans la formulation d’un médicament (Baredar et al., 2021).
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Figure 3 : Structure de nanoparticule organique de type dendrimere (Ealia et

Saravanakumar, 2017).
s Micelles

Les micelles sont des agrégats formés de deux parties : polaire et non polaire. Elles sont
composées d'une fraction hydrophile connue sous le nom « téte » et une fraction hydrophobe connue
sous le nom « queue ». La téte est toujours en contact avec le solvant environnant, tandis que la queue
se trouve au centre de la micelle (Figure 4). La méthodologie utilisée pour la synthese des micelles
est connue sous le nom de micellisation. Généralement, la forme sphérique contient de 50 & 100

monomeres (Baredar et al., 2021).

La téte polaire
hydrophile

La queue non polaire
hydrophobe

Figure 4: Structure de nanoparticule organique de type micelle (Ealia et Saravanakumar, 2017).



< Liposomes

Le terme liposome, « lipos » qui signifie « gras » et « soma » qui signifie « corps », a été
développé par le britannique hématologue Dr Alec Bangham. Un liposome est constitu¢ d’une petite
vesicule générée a partir d'un matériel de forme similaire a la membrane cellulaire (Figure 5). Sa
classification se fait sur la base de sa structure, comment il a été préparé et la composition du matériel
qui a été utilisé pour sa syntheése. Les liposomes doivent étre soigneusement manipulés parce qu’ils

sont insaturés et sensibles a I'oxydation (Baredar et al., 2021).

La téte polaire
hydrophile

La queue non polaire
hydrophobe

Figure 5 : Structure de nanoparticule organique de type liposome (Ealia et Saravanakumar,
2017).

B. Nanoparticules inorganiques

Les particules qui ne sont pas constituées de carbone sont appelées particules inorganiques.
Les particules inorganiques sont constituées d’un métal ou d’un oxyde de métal. Les nanoparticules
inorganiques peuvent étre classées soient en nanoparticules a base de carbone ou sous forme de

nanoparticule céramique, métallique et polymere (Baredar et al., 2021).
v Nanoparticules a base de carbone

Les particules a base de carbone présentent des propriétés remarquables de conduction
thermique et électrique. Elles sont classées en fullerénes, graphéne, nanotubes de carbone, nanofibres
de carbone et carbone noir et parfois le charbon actif de taille nanométrique (Figure 6). Ces
nanoparticules peuvent étre observées en microscopie électronique et en spectroscopie. Il est
nécessaire de modifier leurs propriétés de surface afin de vaincre leur faible solubilité qui est un
obstacle a leur utilisation (Chuto et Chaumet-Riffaud, 2010 ; Ealia et Saravanakumar, 2017).
Elles sont moins nocives pour lI'atmosphére terrestre parce qu’elles ne sont pas destructrices aux
ressources naturelles. Les nanoparticules a base de carbone peuvent étre une alternative des

bioressources (Hirlekar et al., 2009).
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Fullerénes

Nanofibres de carbone Carbone noir

Figure 6 : Des nanoparticules a base de carbone (Ealia et Saravanakumar, 2017).

v" Nanoparticules de céramique

Ces nanoparticules ont une composition de carbonates, de films d'oxydes et de phosphates.
Elles sont sous la forme cristalline et se développent avec le chauffage et le refroidissement brusque.
Certaines céramiques sont constituées de composés métalliques ou non-métallique pour lesquelles les

liaisons entre eux sont soit ionique ou partiellement ionique (Moreno-Vega et al., 2012).
v" Nanoparticules métalliques

Les nanoparticules métalliques sont des matériaux trés utilisées dans de nombreux domaines
allant de la physique (matériaux magnétiques durs ou doux, optique, microélectronique) a la catalyse
(Thota et Crans, 2018). Parmi les métaux couramment utilisés pour la synthese des nanoparticules
sont I'Aluminium (Al), le Cadmium (Cd), le Cobalt (Co), le Cuivre (Cu), I'Or (Au), le Fer (Fe), le
Plomb (Pb), I'Argent (Ag) et le Zinc (Zn) (Deepika et al., 2018). L’Argent et 1'Or sont les
nanoparticules métalliques les plus utilisées par ce qu’elles présentent d'excellentes propriétés comme
la bonne conductivité, des propriétés antibactériennes et catalytiques (Baredar et al., 2017). Les
nanoparticules métalliques nobles de forme sphérique et de distribution granulométrique de taille
nette se sont généralement formées progressivement par la méthode de réduction chimique assistée

par un dispositif a ultrasons (Thota et Crans, 2018).
v" Nanoparticules polymeres

Les nanoparticules polymere ont une forme sphérique et sont de nature organique. Les

nanospheéres se composent d'une structure matricielle et les nanocapsules se présentent sous la forme
11



d'une conception de type noyau-coque (Figure 7). L’assemblage de polymeres naturels (albumine,
héparine) ou synthétiques (poly-L-laclide, PEG) en nanosphéres permet le transport de substances
(Chuto et Chaumet-Riffaud, 2010). Ces sphéres peuvent étre recouvertes de molécules ligands
assurant un adressage sélectif au niveau des tissus cibles. Ces assemblages permettent de contrdler
dans le temps et dans 1’espace la libération du principe actif. L'administration de médicaments dans

les nanoparticules polymeres est renouvelable et de nature biodégradable (Baredar et al., 2021).

Membrane polymérique

Médicament _

Matrice polymérique _
Noyau interne

Nanosphere
Nanocapsule

Figure 7: Structure de nanosphere et nanocapsule (Christoforidis, 2012).

1.2.4 Mécanisme d’action des nanoparticules dans la cellule bactérienne

La présence d'une grande quantité de composés phytochimiques par exemple polyphénols,
sucres réducteurs, flavonoides et alcaloides dans I'extrait peut augmenter la stabilité et I'activité
des nanoparticules contre les micro-organismes (Bharathi et al., 2020). Les mécanismes
plausibles de I'activité antibactérienne des nanoparticules sont encore a I'étude. Kumar et al.,
(2020) ont suggéré que les nanoparticules pourraient entrer en contact avec les parois cellulaires
et les membranes des bactéries par la voie métabolique. Ensuite, les nanoparticules se lient aux
composants de base des cellules bactériennes tels que I'acide désoxyribonucléique, les enzymes et
les ribosomes. Ils sont plus susceptibles de désactiver les fonctions essentielles des enzymes et des
protéines. Rajeshkumar et Bharath (2017) ont proposé I'hypothése de I'inhibition de la
transcription et de la traduction par les ions métalliques, provoquant la destruction du mateériel
génétique a l'intérieur des cellules bactériennes. L’irradiation solaire en présence de nanoparticule
provoque la production des especes réactives de I'oxygene (ROS) qui peuvent présenter un large
éventail d'activités telles que la perturbation de la membrane cellulaire, la fuite du cytoplasme et
des composants cellulaires, les dommages de I'ADN, des protéines et des mitochondries, et enfin
la mort des cellules (Figure 8) (Khezerlou et al., 2018).

12



2) La pénétration des

o]
° ® 9 nanoparticules etla e © e e
e ® o P perturbation des molécules l ! 1 ‘ (i"
o . A INd }
P b intracellulaire 5
° Double brin d’ADN
« 0
1) Adhésion o ¥
ala o
s
membrane .. o -~ ™~
bactérienne P e ™ N
e® ADN instable j
o0
o 4) Interaction
entre les
ROS nanoparticule
ROS et 'ADN de la
3) La production de ROS bactéries

Figure 8: Schéma représente le processus mécanistique antibactérien des nanoparticules métalliques
(Salleh et al., 2020).

1.2.5 Applications de nanoparticules

La nanotechnologie a suscité l'intérét des chercheurs car des modifications chimiques et
physiques dans les caractéristiques des nanoparticules ont été subit en raison de leur taille
microscopique et leur rapport surface/volume élevé. Grace a ces propriétés, les nanoparticules ont
une grande variété d'applications dans plusieurs secteurs biomédicaux, environnementaux et agricoles
(khan et al., 2022).

Les nanoparticules hydrophiles sont utilisées comme des vecteurs de médicaments depuis de
nombreuses années tel que les nanoparticules d'oxyde de polyéthylene (Wang et al., 2018b), cette
capacité a administrer des médicaments améliore I'efficacité thérapeutique. Les nanoparticules
métalliques, sont également largement utilisées dans les applications médicales. Les nanoparticules
d’Or (AuNPs) sont utilisées dans I'administration de médicaments, la bioimagerie, la thérapie
photothermique (Elahi et al., 2018), les tests de diagnostic du cancer et dans les traitements
chirurgicaux (Long et al.,2015). Tandis que, les nanoparticules d’ Argent (AgNPs) sont utilisées pour
le pansement des plaies, le traitement du cancer, limiter la croissance des infections microbiennes
(Long et al.,2015), imagerie moléculaire, et méme sous forme de vecteurs de médicaments (khan et
al., 2022). Pour les nanoparticules de Zinc (ZnNPs) ont éte récemment appliquées comme agents
antimicrobiens et anticancéreux en raison de leur potentiel a générer des especes réactives de
I'oxygéne (ROS) (Long et al.,2015). Les nanoparticules synthétisées a I'aide de Cuivre (CuNPs) sont
également connues pour leur utilisation dans un large éventail d'applications biomédicales (Rubilar
etal., 2013 ; Wang et al., 2016).
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Dans le secteur de I'environnement, du fait du rapport surface/masse, les nanoparticules
jouent un réle trés important dans la purification de I'eau par faire des liaisons avec les précipités, les
débris et les métaux lourds (Khan et Malik, 2019). Ces liaisons dépendent de la composition, de la
morphologie et de I'absorbance des nanoparticules. Les nanoparticules de Dioxyde de Titane (TiO2)
sont des agents photocatalytiques efficaces utilisés dans le traitement de I'eau. Les nanoparticules de
fer (FeNPs) ont également attiré I'attention en raison de leur capacité a biorestaurer les métaux lourds
(khan et al., 2022).

Dans le secteur de 1’agriculture, les nanoparticules sont utilisées comme nano-formulations
des produits agrochimiques qui sont appliqués comme pesticides et engrais. De méme, les
nanoparticules métalliques biosynthétisées sont considérées comme une nanotechnologie puissante

pour gérer les microbes dangereux du sol (khan et al., 2022).

Dans le secteur électrique, les nanoparticules a base de carbone sont utilisées pour la
fabrication des chipsets des processeurs des ordinateurs parce qu'elles sont capables de résister a des
températures modérées. Elles sont également utilisées dans les batteries, les électrodes qui sont
constituées des particules de carbone pour stocker I'énergie et elles sont largement utilisées dans la

formation de catalyseur (Baredar et al., 2021).

De méme, Les nanoparticules a base de carbone jouent un role tres important dans la science
biomédicale, car elles sont utilisées dans le développement des médicaments et dans la délivrance des
génes puisqu’elles ont de bonnes propriétés de pénétration a l'intérieur des cellules sanguines
humaines, et aussi en raison de la présence de différentes formes de polymeéres. Elles sont également
largement utilisées dans la génération tissulaire. Leur haute résistance a la traction les rend trés utiles
dans la fabrication des articulations artificielles ou un remplacement osseux avec 1’addition d’une

poudre de calcium (Baredar et al., 2021).

1.3 Généralités sur les nanoparticules d’Argent

L’ Argent est un métal de transition doux, blanc et brillant possédant une conductivité électrique
et thermique élevée. Il est pratiqué sous nombreuses formes notamment de monnaie, de récipients, de
solutions, de papier d'aluminium, de sutures et de colloides sous forme de lotions. Des propriétés
médicales de I'Argent sont également connues depuis plus de 2000 ans. (Husen et Siddiqi, 2014 ;
Beyene et al., 2017). Et depuis le 19eme siécle, les composés a base d'Argent ont été engagés dans
I'application antimicrobienne et elles sont connues pour leurs effets inhibiteurs puissants et

bactéricides.

Les nanoparticules d'Argent (AgNPs) ont des propriétés physicochimiques intéressantes qui les
rendent d'une grande importance dans le domaine biologique et médicale (Husen et Siddiqi, 2014 ;
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Beyene et al., 2017), elles possedent des activités antifongiques, anti-inflammatoires, antivirales et
antiplaquettaires (Nasrollahzadeh, 2014 ; Firdhous et Lalitha, 2015 ; Nam et al., 2016).

1.3.1 Synthése des nanoparticules d’Argent

La biosynthése des AgNPs est une approche tres simple et rentable qui répond a la demande
de la communauté des chercheurs et rejette simultanément la possibilité de risques écologiques
(Rogach, 2000). L’approche descendante « Top-down » et I’approche ascendante « bottom-up » sont
deux approches de synthése des nanoparticules métalliques impliquant des moyens chimiques,
physiques et biologiques (Figure 9 et tableau I11). Le broyage mécanique des métaux en vrac et la
stabilisation ultérieure des particules métalliques nanomeétriques résultantes par I'ajout des agents
protecteurs colloidaux sont quelques exemples de la méthode descendante. Outre la méthode
ascendante, inclue la réduction des metaux, les méthodes électrochimiques et la décomposition
(Prabhu et Poulose, 2012 ; Firdhous et Lalitha, 2015).

Synthése des nanoparticules
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Figure 9: Schéma représentatif des deux approches ascendante et descendante de la synthese des
AgNPs (Patra et Beak, 2014).

1.3.1.1 Méthodes physiques

La synthése physique des AgNPs comprend deux approches qui sont I’évaporation-
condensation a I’aide d’un four tubulaire a pression atmosphérique et la technique d'ablation au laser
(Amendola et Meneghetti, 2009 ; lravani et al., 2014). Les deux approches sont capables de
synthétiser de grandes quantités d'AgNPs avec une grande pureté sans l'utilisation de produits
chimiques qui libérent des substances toxiques et mettent en danger la santé humaine et

I'environnementale (Lee et Jun, 2019). Un faible rendement, une consommation d'énergie élevée et
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un mangue de distribution uniforme sont les inconvénients des méthodes physiques (Shameli et al.,
2010 ; Elsupikhe et al., 2015 ; Zhang et al., 2016).

1.3.1.2 Meéthodes chimiques

La réduction chimique est une approche courante pour la synthese des AgNPs a l'aide d'agents
réducteurs organiques et inorganiques (Beyene et al., 2017). Le processus de la réduction chimique
implique la réduction d'Ag* (fourni par un précurseur de sel d'Argent) en Argent élémentaire (AgNPSs)
par transfert d'électrons dans certaines conditions. En général, la synthese chimique peut étre
favorisée par des agents réducteurs tels que le Borohydrure de Sodium (NaBH4) et le Citrate de
Sodium (TSC). La méthode chimique peut étre combinée avec des sources d'énergie externes pour
préparer des AgNPs, telles que des méthodes photochimiques, électrochimiques, assistées par micro-
ondes et sonochimiques (Xu et al., 2020).

1.3.1.3 Meéthodes biologiques

La nanobiotechnologie verte consiste a synthétiser des nanoparticules ou des nanomatériaux
par des voies biologiques telles que celles impliquant des micro-organismes, des plantes et des virus
ou leurs sous-produits, tels que des protéines, des enzymes et des lipides, a l'aide de divers outils
biotechnologiques. Les nanoparticules fabriquées par la technologie verte sont de loin supérieures a
celles fabriquées avec des méthodes physiques et chimiques en se basant sur divers aspects. Par
exemple, les techniques vertes éliminent I'utilisation de produits chimiques colteux, consomment
moins d'énergie et génerent des produits et sous-produits sans danger pour I'environnement. En
conséquence, la nanobiotechnologie est une voie alternative prometteuse pour la synthése de
nanoparticules stables biocompatibles. La procédure générale utilisant des plantes pour produire des
nanoparticules métalliques utilise la biomasse séchée des plantes et le sel métallique, respectivement
comme agent bioréducteur et précurseur. La synthése biologique des nanoparticules utilise une
approche ascendante dans laquelle la synthese se produit a I'aide des agents réducteurs et des agents
stabilisants. Trois étapes principales sont suivies pour la synthése de nanoparticules a l'aide d'un
systeme biologique : le choix du solvant utilisé, le choix d'un agent réducteur respectueux de
I'environnement et le choix d'un matériel non toxique comme agent de coiffage pour stabiliser le

produit synthétisé (Parveen et al., 2016).
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Tableau I11: Tableau qui résume les différentes méthodes de synthése des AgNPs (Patra et Beak,
2014) :

Méthode physique Méthode chimique Méthode biologique

v’ Lithographie par Méthode de v’ Utilisation des
faisceau d’électrons précipitation plantes et de leurs

v Implantation ionique Réduction chimique extraits

v Condensation de gaz des sels métalliques v' Utilisations des
inerte Méthode micro-organismes

v" Meulage mécanique électrochimique v’ Utilisation des algues

v' Fraisage Pyrolyse v' Utilisation des

v Synthése en phase Procédé sol-gel enzymes et des

vapeur biomolécules

1.3.2 Caractéristiques des nanoparticules d’Argent

La caractérisation des nanoparticules est importante pour comprendre et controler la synthése
et les applications des nanoparticules. La caractérisation est effectuée en utilisant une varieté de
techniques telles que spectroscopie UV-Visible, la microscopie électronique a transmission et a
balayage (TEM, SEM), la microscopie a force atomique (AFM), la diffusion dynamique de la lumiere
(DLYS), la spectroscopie photoélectronique a rayons X (XPS), la poudre X- diffractométrie des rayons
(XRD), spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) (Abou EI-Nour et al., 2010).

Ces techniques sont utilisées pour la détermination de différents parameétres tels que la taille,
la forme, la cristallinité, les dimensions fractales, la taille des pores et la surface des particules. De
plus, l'orientation, l'intercalation et la dispersion des nanoparticules et des nanotubes dans les
matériaux nanocomposites pourraient étre déterminées par ces techniques (Abou EI-Nour et al.,
2010).

1.3.3 Propriétés des nanoparticules d’Argent

La nanotechnologie se développe rapidement en produisant des nanoparticules qui peuvent
avoir de nouvelles propriétés physico-chimiques liées a la taille (Ju-Nam et Lead, 2008). Les
nouvelles propriétés des NPs ont été exploitées dans un large éventail d'applications potentielles en

médecine, en cosmetique, dans les énergies renouvelables, I'assainissement de I'environnement et les
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dispositifs biomeédicaux (De et al., 2008 ; Ghosh et Paria, 2012). Parmi les nanoparticules, les
nanoparticules d'Argent suscitent un intérét croissant en raison de leurs propriétés physiques,
chimiques et biologiques uniques. Les AgNPs ont des propriétés physico-chimiques distinctives,
notamment une conductivité électrique et thermique élevée, une stabilité chimique, et une activité
catalytique (Krutyakov et al., 2008). En outre, les AgNPs présentent une activité bactéricide et
fongicide a large spectre (Ahamed et al., 2010) qui les a rendus extrémement populaires dans une
gamme variée de produits de consommation, y compris les produits en plastique, les savons, les pates,

les aliments et les textiles (Dallas et al., 2011 ; Garcia-Barrasa et al., 2011 ; Tran et Le, 2013).
1.3.4 Application des nanoparticules d’Argent

Les AgNPs ont eté largement utilisées, elles sont utilisées comme agents antibactériens dans
Iindustrie de la biomédicale, dans le stockage des aliments, nombreux d'applications
environnementales (Abou EI-Nour et al., 2010), dans l'industrie textile dans lequel plusieurs fibres

nanocomposites d'argent ont été préparées (Figure 10) (Lee et al., 2003).

Les AgNPs semblent étre également des agents antibactériens alternatifs aux antibiotiques et
ont la capacité de vaincre la résistance bactérienne aux antibiotiques (Zhang et al., 2016). En tant
gu'agents antibactériens, les AgNPs ont été appliquées dans un large éventail d'applications allant de
la désinfection des dispositifs médicaux et des appareils ménagers au traitement de I'eau (Gupta et
Silver, 1998 ; Bosetti et al., 2002 ; Cho et al., 2005 ; Jain et Pradeep, 2005 ; Li et al., 2008 ; Abou
El-Nour et al., 2010). De plus, les AgNPs jouent un réle important en tant qu'agents antifongiques

contre diverses maladies causées par des champignons (Zhang et al., 2016).

o Antifongique
antivirale

anti-
Antibacté

Srienne inflammatoire
Anti-
3/\\/ angiogénique
Application des @ Anti-tumoral

@ “‘ nanoparticules d’argent
‘ [? S ;5 antioxydant

textiles Vecteur de -

médicament

cosmétique
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Figure 10: Diagramme schématique représentant diverses applications des AgNPs (Zhang et al.,
2016).

1.3.5 La toxicité des nanoparticules d’Argent

La toxicité des AgNPs a été démontrée par un certain nombre de études in vitro (Foldbjerg
et al., 2011, 2009 ; Kawata et al., 2009 ; Kim et al., 2009). Elle est déterminée par de nombreux
facteurs, notamment la taille des particules, le type de matériau de revétement, la structure
morphologique, la composition chimique, la charge de surface, la solubilite ainsi que leur le
métabolisme et I'excrétion influencent la toxicité des NPs (Castranova, 2011 ; Schrand et al., 2010 ;
Zhang et al., 2018 ; Zhang et al., 2016).
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2 Matériels et Méthodes

Notre travail porte sur la synthese et la caractérisation des nanoparticules d'Argent (AgNPS)
par la réduction des ions d’Argent en utilisant des biomolécules existantes dans I'extrait hydro-
éthanolique (maceération) de la plante Marrubium vulgare. Les effets antibactériens et antifongiques
des nanoparticules synthétisées ainsi que ceux de 1’extrait hydro-éthanolique ont été testés apres avoir

évalué quantitativement les constituants photochimiques bioactifs dans cet extrait.

La maceération, la synthése des nanoparticules d’Ag, les dosages et I’activité antibactérienne
ont été réalisées au niveau du laboratoire « PFE » et du laboratoire de phytopharmacie, département
de biotechnologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université de Blida 1. Tandis que,
I’activité antifongique a été réalisée au niveau du laboratoire de biologie des systemes microbiens
(LBSM), Kouba, Alger. La caractérisation des nanoparticules a été réalisée au niveau du Centre de
recherche Scientifique et Technique en Analyse Physico-Chimiques (C.R.A.P.C.), Bousmail.

2.1 Matériel
2.1.1 Matériel biologique
» Matériel végétale

La plante Marrubium vulgare a été récoltée au début du mois de Mai 2022 a Bourached, la
wilaya d’Ain Defla, Algérie. Elle a été rincée avec I'eau du robinet puis avec I'eau distillée, séchée a

I'abri de la lumiére puis broyée et stockée dans des flacons en verre.
» Matériel microbiologique

Les souches utilisées au cours de la réalisation de I’activité antimicrobienne sont fournies par
le laboratoire de biologie des systémes microbiens (LBSM) de I’Ecole Normale Supérieure de kouba

(ENS). Elles sont représentées dans le tableau IV.

Tableau IV: les souches utilisées dans 1’étude antibactérienne et antifongiques :

v" Escherichia coli (ATCC 10536) v" Aspergillus carbonarius M333.
v' Pseudomonas aeruginosa (CIP A22 v Umbelopsis ramanniana (NRRL
v’ Staphylococcus aureus (44300) 1829)
v' Listeria monocytogenes (CIP 82110) v" Aspergillus flavus (NRRL 3251)
v" Aspergillus parasiticus (CBS
100926)

v' Aspergillus niger
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2.1.2 Matériel non biologique
Le matériel non biologique utilisé dans notre étude a été cité dans 1I’annexe N°1
2.2 Meéthodes
2.2.1 Préparation de I’extrait hydro-éthanolique de Marrubium vulgare (Macération)

Dans un premier temps, nous avons mélangé 10 g de Marrubium vulgare avec 100 ml
d'éthanol/eau (70 :30, V/V), puis laissé le mélange sous agitation continue pendant 24 heures a une
température ambiante et a 1’abri de la lumiére. Une fois l'agitation est terminée, une filtration de ce
mélange a été réalisée avec du papier Whatman N°1, pour obtenir a la fin un extrait hydro-

éthanolique. Les étapes de préparation de 1’extrait hydro-éthanolique de cette plante sont illustrées

dans la figure 11.

-i'\\

Broyage -

Obtention de
P’extrait brut :
extrait hydro-
éthanolique de

Marrubium
vulgare

€ 4

Solution Agitation
hydro-éthanolique (24H)

Filtration

Figure 11: Les étapes de préparation de 1’extrait hydro-éthanolique.
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2.2.2 Dosage des polyphénols

La teneur totale en polyphénols dans I’extrait de M. vulgare a été déterminée selon la méthode
de Folin-ciocalteu (Noreen et al., 2017). Cette méthode colorimétrique est basée sur la réduction d'un
complexe phosphotungestique (H3PW12040)- phosphomolybidique (H3PMo012040) par des
composés phenoliques en produisant une réaction d’oxydation entre eux qui méne a un changement

de couleur vers le bleu en raison de la présence des conditions alcalins.

La quantité de polyphénol dans 1'extrait est déterminée a l'aide d’une courbe d'étalonnage
réalisée avec l'acide gallique. Pour cela, nous avons préparé une solution mere de 1’acide gallique

(Img/ml) et une série de dilution de cette solution mere.

1ml de réactif folin-ciocalteu (10%) a été mélangé d’une part avec 200ul d’acide gallique a
déférentes concentrations (0,125 jusqu’a 0,0078125 mg/ml) et d’autre part avec 200 ul de I’extrait
hydro-éthanolique puis incubé a une température ambiante pendant 4 min. Un volume de 800ul de
carbonate de sodium est ajouté avant I’incubation a I’obscurité pendant 2h a une température

ambiante. L’absorbance est mesurée a 760 nm en utilisant le spectrophotométre (Figure 12).

200. uLdtndamde DO & 760nm
gallique a
déférentes

concentration
/v _ /
—» 800uLde N/

1ml de folin __ Incubation  carbonate de

ciocalteu 10% D 7 2 min sodium 7,5% Incubation 2h

\
200 L de \
Iextrait & -
déférentes A
concentration Tracage
dela
N courbe

Figure 12: Schéma explicatif représente les étapes de dosage de polyphénols.

2.2.3 Dosage des flavonoides

La méthode utilisée pour le dosage des flavonoides est basée sur le principe de la

détermination directe de Chlorure d'Aluminium. En présence de Chlorure d'Aluminium, les
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flavonoides sont capables de former un complexe jaune pale qui chélate les ions AI** grace a son

groupe hydroxyle libre en position 5 (Basil et al., 2012).

La quantité des flavonoides qui existe dans notre extrait a été déterminée grace a une courbe
d’¢étalonnage qui a été réalisée en utilisant la quercétine. Nous avons préparé une solution meére de

cette derniere (1mg/1ml) puis une série de dilution a été effectuée.

D’abord, un volume de 0,5 ml de AICls a été mélangé d’une part avec 0,5 ml de la solution de
quercétine a différentes concentrations (0,5 jusqu’a 0,0078125 mg/ml) et d‘autre part avec 0,5ml
d’extrait hydro-éthanolique. Le mélange a été incubé pendant 10 min a 1’obscurité et a une
température ambiante. L absorbance a ét¢ mesurée a 430 nm a I’aide de spectrophotométre (Figure
13).

0,5ml de la
quercétinea \__J \_

déférentes _
concentration
/ 4 4

Incubation DO a430 nm
10 min

Tracage dela
courbe

o
(J

— =
0,5ml de N ———— N

I'extrait a
déférentes
concentration

0,5mi Al 2%

Figure 13: Schéma explicatif représente les étapes de dosage des flavonoides.

2.2.4 Biosynthese des nanoparticules d'Argent

Afin de synthétiser des nanoparticules d’Ag, une quantité de 95ml de nitrate d’Argent d’une
couleur transparente a été mélangé avec 5 ml de I'extrait hydro-éthanolique de M. vulgare. Le mélange

obtenu sera agité a ’aide d’agitateur magnétique et a I’abri de la lumiére.

Apres 24h d’agitation, la solution contenant des nanoparticules a été centrifugée a 1800 tr /
min pendant 10 min, puis le surnagent a été éliminé et le culot a eté lavé avec I'eau distillée plusieurs
fois pour éliminer les impuretés. Ensuite, les NPs obtenues seront séchées dans 1’étuve afin d’obtenir
une poudre d'AgNPs. Les étapes de la biosynthése des nanoparticules d’Ag sont illustrées dans la

figure 14 (Jyoti et al., 2016).
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Figure 14: Schéma explicatif représente les étapes de dosage des flavonoides.

2.2.5 Caractérisation des bionanoparticules d’Argent

2.2.5.1 Détermination de diameétre des AgNPs par Diffusion Dynamique de la Lumiére
(DLS)

La DLS est une méthode non destructive utilisée pour obtenir le diametre moyen des
nanoparticules dispersées dans des suspensions. Elle a un avantage particulier de sonder

simultanément une grande quantité de particules (Zhang et al., 2016).

La distribution granulométrique des nanoparticules d’Argent biosynthétisées a partir I’extrait
hydro-éthanolique des feuilles de M. vulgare a été évaluée par mesure de la diffusion de la lumiere
dynamique & I'aide d'un analyseur de taille et de charge « SZ-100 HORIBA Scientific », & 25°C sous

un angle fixe de détection 90°.
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2.2.5.2 Détermination de la charge de surface des AgNPs par Potentiel zéta

Le potentiel zéta est un parametre trés important pour les colloides ou les nanoparticules en
suspension. Sa valeur est étroitement liée & la stabilité de la suspension et & la morphologie de la
surface des particules. Par conséequent, il est largement utilisé dans les études de stabilité des produits

et la recherche sur I'adsorption de surface (Xu, 2008).

La stabilité des AgNPs biosynthétisées a partir I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de M.
vulgare a été déterminée par la mesure de potentiel zéta a I'aide d'un analyseur de taille et de charge
« SZ-100 HORIBA Scientific », a 25 °C en utilisant une conductivité de 0,272 mS/cm.

2.2.6 Etude de I’activité antimicrobienne

Dans notre étude nous avons testé 1’activité antibactérienne et I’activité antifongique de 1’extrait
hydro-éthanolique de M. vulgare et les AgNPs biosynthétisés a partir 1’extrait hydro-éthanolique de
M. vulgare par la méthode de diffusion des puits. Cette technique repose sur I'apparition des zones

d'inhibition autour des puits contenant I'extrait de la plante ou les AgNPs.
2.2.6.1 Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de 1’extrait brut de M. vulgare et les AgNPs biosynthétisés a partir
I’extrait hydro-éthanolique de M. vulgare a été évaluée vis-a-vis 4 souches bactériennes Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes. Pour cela, des
cultures bactériennes jeunes de 24h ont été préparées, puis des suspensions bactériennes équivalentes
a 0,5 Mcfarland (une absorbance a 625 nm comprise entre 0,08 et 0,13) ont été préparées.

La suspension bactérienne a été ensuite ensemenceées a I’aide d’un écouvillon a la surface des
boites de Pétri préalablement coulée avec un milieu gélosé ISP2 semi solide (Annexe N°2) et en
tournant a chaque fois la boite d’un angle de 60°. Aprés 1'ensemencement, des puits de 6 mm de
diametres ont été introduits dans cette gélose a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile. Les puits ont été
remplis par des doses différentes des AgNPs (1 et 0.5 mg/ml) ou de I’extrait brut de M. vulgare (30pul).
Dans ce test, la gentamicine (GN) a été utilisée comme un contrdle positif. Afin d’assurer une bonne
diffusion des AgNPs ou de I’extrait dans la gélose, Les boites de Pétri sont mises a 4°C pendant 2 h
pour permettre la diffusion des substances actives dans le milieu, avant d’étre incubées a 37°C

pendant 24 h, le diametre de la zone d'inhibition autour de chaque puits a été mesuré.
2.2.6.2 Activité antifongique

L’activité antifongique de I’extrait brut de M. vulgare et des AgNPs biosynthétises a partir
I’extrait hydro-éthanolique de M. vulgare (2 et 1 mg/ml) a été évaluée in vitro vis-a-vis de 5 souches

de champignons pathogénes : Aspergillus carbonarius, Umbelopsis ramanniana, Aspergillus flavus,
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Aspergillus parasiticus et Aspergillus niger. Ces souches fongiques ont été ensemencées sur le milieu
PDA, et aprés une incubation de 48-72 heures une suspension fongique a été préparée. Cette
suspension a été calibrée entre 0,15 et 0,17 par un spectrophotometre a une absorbance de 530 nm.

Un volume de 200 pl de la suspension du champignon est ajouté a chaque 100ml du milieu
PDA semi solide (Annexe N°2) préalablement liquéfié (ensemencement en masse). Une fois les
boites sont coulées et laissés jusqu’a la solidification du milieu, des puits de 6 mm de diametres ont
été introduits dans cette gélose a ’aide des pipettes pasteur stérile. Les puits ont été remplis par des
doses différentes des AgNPs (2 et 1 mg/ml) ou de I’extrait brut de M. vulgare (30ul). Par la suite, les
boites ont eté pré-incubées au réfrigérateur pendant 2 heures pour assurer une bonne diffusion des
substances actives, puis elles ont été incubées a 37 °C pendant 48 & 72 heures. Aprés I’incubation, la

lecture des résultats a été faite en mesurant les diametres des zones d'inhibition autour des puits.
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3 Résultats et discussion

Dans notre étude, nous avons préparé dans un premier temps un extrait hydro-éthanolique de
la plante Marrubium vulgare afin de déterminer les concentrations des polyphénols et des flavonoides

existants. Ensuite la synthese des AgNPs et tester leurs effets sur différentes souches bactériennes et

fongiques.
3.1 Taux des polyphénols

La teneur totale en polyphénols dans I’extrait hydro-éthanolique du M. vulgare a été
déterminée grace a une courbe d’étalonnage (Figure 15), utilisant ’acide gallique a différentes
concentrations comme un polyphénol de référence. Les résultats sont exprimés en mg équivalent en

acide gallique par ml d’extrait brut (mg EAG/ml d’extrait).
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0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

[ACIDE GALLIQUE](MG/ML)

Figure 15 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols.

A partir la courbe d’étalonnage obtenu nous avons utilisé un coefficient de corrélation R? =
0,9944 et I’équation de régression y = 5,2656x + 0,014 afin de déterminée la concentration en

polyphénol dans I’extrait hydro-éthanolique du M. vulgare.

D’aprés 1’équation nous avons obtenus une concentration en polyphénol dans 1’extrait hydro-

éthanolique du M. vulgare équivalente de 2,0107 mg d’AG/ml d’extrait brut + 0,124.

L’étude menée par Matkowski et al., (2008) a montré que toutes les plantes de la famille de
Lamiaceae sont connues pour leur richesse en composés phénoliques. Ceci est cohérent avec nos

résultats qui révelent la richesse de I’extrait de M. vulgare en ces métabolites secondaires.
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Dans notre extrait hydro-ethanolique nous avons trouvé une concentration en polyphénol de
2,0107 mg d’AG/ml d’extrait brut. D'apres I'étude de Djahra (2014), le dosage de polyphénols totale
de I’extrait méthanolique brut de M. vulgare contient une teneur de 0,001708 (mg d’AG/ml
d’extrait).Selon I'étude de Ghedadba et al., (2014a) la concentration de polyphénol est différente
tout dépend le type d’extrait du M. vulgare par exemple dans I'extrait d'éther de pétrole la valeur de
phénol est 1,2 £ 0,52 mg EAG/g d’extrait, l'extrait dichlorométhane 1,27 + 0,94 mgEAG/g d’extrait
et dans I'extrait méthanolique 3,42 + 0,85 mg EAG/g d’extrait.

3.2 Taux des flavonoides

Le taux en flavonoides dans 1’extrait hydro-éthanolique du M. vulgare a été déterminé grace
a une courbe d’étalonnage (Figure 16), utilisant la quercétine a différentes concentrations. Les

résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine par ml d’extrait brut (mg EQ/ml d’extrait).

Afin de déterminée la concentration de flavonoide dans I’extrait hydro-éthanolique du M.
vulgare a partir de la courbe d’étalonnage, nous avons utilisé un coefficient de corrélation R? = 1 et

1I’équation de régression y = 4,8027x + 0,0016.

D’aprés 1’équation nous avons obtenu une concentration en flavonoide dans I’extrait hydro-

éthanolique du M. vulgare équivalente a 2,0536 mg d’EQ/ml/d’extrait brut +0,086.
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage établie avec la quercétine.

L'étude menee par Ghedadba et al., (2014b) a suggéré que les concentrations des flavonoides
dans les différents extraits du Marrubium vulgare dépend de la polarité des solvants utilisés dans la
préparation des extraits. Dans lequel, la concentration des flavonoides dans I'extrait de méthanol était
33,10 + 0,60 mg EQ/100g de MS, suivie par I’extrait aqueux lyophilisé (23,86 + 0,36 mg EQ/100g
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MS) et butanolique (20,90 £ 0,78 mg EQ/100g de MS). Les résultats d’une autre étude, ont montré
que la concentration la plus élevée, avec une valeur de 18,0 + 0,75 mg EQ/g d’extrait, a été enregistré
dans I’extrait méthanolique, tandis que la plus faible concentration a ét¢ mesurée dans 1’extrait éther

de pétrole 0,70 + 0,05 mg EQ/g d’extrait (Ghedadba et al., 2014a).

La distribution des métabolites secondaires change au cours du développement de la plante.
Ce changement peut étre lié aux conditions climatiques extrémes (température €levée, exposition
solaire, sécheresse, salinité, etc.) qui stimulent la biosynthése des métabolites secondaires tels que les

flavonoides (Bouterfas et al., 2013).
3.3 Biosynthese de nanoparticules d'Argent

Dans la présente etude, la synthese de nanoparticules d'argent a été réalisée avec succes en
utilisant I’extrait hydro-éthanolique de la plante M. vulgare comme un agent réducteur du I’AgNOa.
Un changement de couleur du jaune pale au brun fonce est observé aprés une agitation pendant 24h

a I’obscurité (Figure 17), confirmant la formation d'’AgNPs.

Notre résultat de changement de couleur de la solution contenant les NPs s’accorde avec les
résultats observés dans les travails menes par Ibrahim et al., 2020 ; Xia et al., 2016). Selon Kumar
et al., (2017), le changement de couleur observé lorsque 1’extrait est ajouté au sel d'argent (AgNO3)
est di a I’effet de certains composés chimiques tels que les alcaloides, les flavonoides, les saponines,
les stéroides présents dans I'extrait agissant comme un agent réducteur qui réduit les ions d'argent
(Ag") en un atome d'Argent. Les mémes changements de couleur ont été observés par nombreux
chercheurs en utilisant différents extraits de plantes (Panigrahi, 2013 ; Niraimathi et al., 2013). Lors
de I’exposition des extraits de plantes avec les ions d’Argent, ces ions seront réduits en atome

d’Argent Yogeswari et al., (2012).
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Figure 17: Observation du virage de couleur de la solution d’AgNO3 du jaune vers le brun foncé et
la formation d’ AgNPs.

3.4 Caractérisation des AgNPs
3.4.1 Caractérisation des AgNPs par la DLS

La DLS est une technique appropriée qui permettre d'accéder non seulement a la taille des
particules mais aussi a la présence d'agglomérats et d'agrégats. Il s'agit d'une technique non invasive,
non destructive et peu colteuse, et son fonctionnement est relativement simple et rapide (Souza et
Mohallem, 2016). La représentation graphique de la distribution granulométrique des AgNPs
biosynthétises a partir de la plante M. vulgare déterminée par la technique DLS est illustrée dans la

figurel8.

D'apres les résultats, la distribution granulométrique moyenne calculée des AgNPs
biosynthétisées est de 256,5 nm. Nous suggérons que la taille des AgNPs est grande parce que la

durée de leur synthése était 24h et la durée de la synthése peut influencer la taille des AgNPs.
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Figure 18: Représentation graphique de la distribution granulométrique des AgNPs biosynthétisées
obtenus par DLS. La distribution granulométrique des AgNPs ont été déterminées a I'aide d'un analyseur
gg c:caille de particules et de potentiel Zéta (SZ-100 HORIBA Scientific) a 25 C avec un angle de détection de
Dans notre travail nous avons obtenu une grande taille des AgNPs (256,5 nm), tandis que cette
taille était moins dans d’autres travaux. Selon les résultats observés par Anandalakshmi et al.,
(2016), la distribution granulométrique moyenne calculée des AgNPs était d’une taille de 73,14 nm,
alors qu’elle était d'environ de 15 nm dans les résultats observés par Hussein et al., (2018). La duree
de la synthese des AgNPs dans les deux travaux était 20 min, tandis qu’elle était dans notre travail
24h. Cette variation de la taille formée pourrait étre attribuée a la nature de polydispersité des
nanoparticules. La polydispersité est utilisée pour déterminée le degré d'hétérogénéité d'une
distribution. Dans le cas des suspensions des nanoparticules la polydispersité pourraient étre la cause
de I'apparition des nanoparticules sous forme d'agrégats ou d’agglomérats (Hussein et al., 2018). On

suggére que la durée de la synthese des nanoparticules peut influencer la taille des AgNPs
3.4.2 Caracterisation des AgNPs par le Potentiel Zéta

Le potentiel zéta est une mesure de la charge de surface qui est considérée comme un
parameétre précieux par la communauté scientifique. C'est une mesure de la différence entre le
potentiel électrostatique d'une nanoparticule et celui de la solution en vrac (Parupudi et al., 2022).
Les valeurs de potentiel zéta (positives ou négatives) jouent un réle important dans la stabilisation de

la suspension de particules (Gaikwad et al., 2019).

La représentation graphique de la stabilité des AgNPs biosynthetisées a partir de la plante M.
vulgare déterminée par la technique de potentiel zéta est illustrée dans la figure (19).
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Daprés les résultats que nous avons obtenus, le potentiel z&ta des AgNPs biosynthétisées a
été trouvé sous la forme d'un pic net a -29,1mV. Ce que nous permettre de suggérer que les AgNPs

sont stables.
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Figure 19: Représentation graphique de la charge de surface des AgNPs biosynthétisees obtenus par
le potentiel zéta. La charge de surface des AgNPs a été déterminée a I'aide d'un analyseur de taille de
particules et de potentiel Zéta (SZ-100 HORIBA Scientific) a 25 C et utilisant une conductivité de 0,272 mS/cm.

Les résultats de potentiel z&ta des AgNPs que nous avons trouvé (-29,1mV) ressemblent a
ceux décrits par plusieurs chercheurs, dont ils ont obtenu les valeurs suivantes : -32mV (Edison et
Sethuraman 2016), -35,6 mV (Edison et Sethuraman 2012) et - 55,0 mv (Rao et al., 2013). Les
valeurs négatives €élevées de potentiel z&ta confirment la répulsion entre les particules et augmente la
stabilité de la formulation. Ces valeurs négatives pourraient étre dues au capsulage des constituants

polyphénoliques présents dans les extraits de plantes (Edison et Sethuraman 2016).
3.5 Evaluation de I’activité antimicrobienne

Les nanoparticules d'Argent présentent des applications prometteuses dans plusieurs
domaines biomédicaux tels que la biomédecine, I'administration de medicaments et les anti-
angiogéniques. Apres la caractérisation des nanoparticules synthétisées par différentes techniques,

elles ont été testées pour leurs activités antimicrobienne (Reddy et al., 2014 ; Rasheed et al., 2017).
3.5.1 Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de 1’extrait de M. vulgare et des AgNPs biosynthétisé a partir

I’extrait hydro-éthanolique de M. vulgare a été évaluée par la méthode de diffusion des puits vis-a-
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vis quatre bactéries pathogenes de Gram positif : Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et

a Gram négatif : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.
A. L’activité antibactérienne de I’extrait de M. vulgare

Nous avons remarqué d’apres les résultats présentés dans le tableau (V), qu’il y a une faible
activité antibactérienne de 1’extrait de M. vulgare contre les souches de Gram négatif. En effet, on a
enregistré une zone de 10 mm contre la souche E. coli et de 8 mm vis-a-vis la souche P. aeruginosa.
En revanche, cet extrait n’a présenté aucune activité vis-a-vis les souches bactériennes a Gram positif

. S. aureus et L. monocytogenes.

Tableau V: Résultat de I’activité antibactérienne de I’extrait de M. vulgare.

Gram positif Gram négatif
S. aureus L. monocytogenes E. coli P. aeruginosa
<6mm <6mm 10+1,33mm 8+0,44mm

Selon I’é¢tude menée par Dib et al., (2021), des extrait aqueuse et méthanolique des feuilles
du M. vulgare ont présenté une activité antibactérienne contre des bactéries a Gram négatif :
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (14mm/11,33mm) et Eikenella corrodens (14mm/12mm) a

une concentration de 2,5mg/ml. Toutefois, ces résultats sont cohérents avec nos résultats obtenus.

D’aprés ces résultats, nous suggérons que plusieurs paramétres peuvent influer la
détermination de [’activité antimicrobienne comme : la méthode d’évaluation de [’activité

antimicrobienne, la concentration d’extraits et le type de I’extrait.

B. Activité antibactérienne des AgNPs

Le pouvoir antibactérien des AgNPs biosynthétisés a partir 1’extrait de M. vulgare, varie selon
les souches bactériennes testées et les concentrations des AgNPs testées. D’apres les résultats
représentés dans le tableau VI, nous constatons que la plus grande sensibilité a ces AgNPs est notée
chez lasouche S. aureus avec des zones d’inhibition de 15mm/11 mm a des concentrations des AgNPs
(1 mg/ml, 0,5 mg/ml), respectivement (figure 20 A). Alors que, cette sensibilité est un peu plus faible
chez la souche de L. monocytogenes avec des zones d’inhibition de 13mm/12mm (figure 20 B),
respectivement avec les mémes concentrations précédentes. Cette sensibilité est également

remarquable chez la souche E. coli donnant des zones d’inhibition de 15 mm/13,5 mm avec
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concentrations des AgNPs (1 mg/ml, 0,5 mg/ml), respectivement (figure 20 C). Tandis qu’une

résistance totale est observée chez la souche P. aeruginosa (figure 20 D).

Tableau VI : Résultat de I’activité antibactérienne des AgNPs et I’antibiotique gentamycine.

Antibiotique gentamicine
15ug

Gram positif Gram négatif
S. aureus L. monocytogenes E. coli P. aeruginosa
La Img/ml 15+ 1,55mm 13+0,55mm 15+0,44mm <6mm
concentration
des AgNPs 0.5mg/ml  11+0,44mm 12+0,77mm 13+0,55mm <6mm
19mm 17mm 20mm 17mm

Figure 20 : Résultats de I’activité antibactérienne par la méthode des puits. L activité antibactérienne

a été effectuée par la méthode de diffusion dans des puits remplis par 30 u/ d’AgNPs a différente concentration

de Img/ml et 0,5mg/ml.
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Nous suggérons qu’il y’a probablement une relation proportionnelle entre la zone d’inhibition
et la concentration d’AgNPs (plus la concentration d’AgNPs augmente plus le diamétre de la zone

d’inhibition augmente).

Nous avons observé la sensibilité des souches bactériennes a Gram positif aux AgNPs testés.
Dans le cas des souches bactériennes a Gram négatif, nous avons remarqueé la sensibilité de la souche
E. coli aux AgNPs testé, tandis que la souche P. aeruginosa était résistante. Nos résultats sont en
accord avec les resultats obtenu par Rasheed et al., (2017), qui ont rapporté que les nanoparticules
d'Argent synthétisées a base d'extrait de feuille d'Abutilon indicum ont montré une activité

antibactérienne trés puissante sur les bactéries a Gram négatif et positif en méme temps.

De méme, de nombreux travaux sont a la mesure des résultats rapportés d'une bonne activité
antibactérienne des nanoparticules vis-a-vis des bactéries Gram-positif (Ardestani et al., 2016 ; Lee
et al., 2019 ; Yousaf et al., 2020). En revanche, les travaux menés par Raut et al., (2014) et Khalil
et al., (2014), ont montré que les bactéries a Gram-positif sont plus résistantes aux nanoparticules
d'Ag que les bactéries Gram-négatif. Ces résultats ont été expliquer par Singh et al., (2020), les
bactéries a Gram-positif sont enfermées dans une épaisse couche de peptidoglycanes et de
polysaccharides a chaine droite qui sont réticulés avec des protéines intégrées, ce qui donne de la
rigidité cellulaire et rend difficile la liaison des nanoparticules a la surface cellulaire. D’autre part,
certaines études ont suggéré que les bactéries a Gram négatif sont les plus résistantes a I'Ag
(Mukunthan et al., 2011 ; Dehnavi et al., 2013 ; Zhang et al., 2014).

Des résultats de I’activité antibactérienne des nanoparticules d'Argent synthétisée a base
d'extrait d'écorce de citron a des températures de 60 °C et a 25 °C ont montré que 1’effet de cette
l'activité est élevé dans le cas ou ces nanoparticules sont synthétisées a 60 °C par rapport a 25 °C en
raison de leur petite taille. Ce qui suggére que la taille des nanoparticules peut également jouer un
role primordial dans le mécanisme d’action de ces nanoparticules (Kaviya et al., 2011).Certains
chercheurs ont supposé que la capacité des nanoparticules d'argent a s'attacher a la paroi cellulaire
bactérienne en raison de l'interaction électrostatique entre les ions d'argent chargés positivement et la
surface chargée négativement de la membrane cellulaire en raison des groupes carboxyle, phosphate
et aminés, donne l'occasion de la pénétrer ultérieurement, provoquant ainsi des changements
structurels dans la membrane ensuite, la dissipation de la force motrice des protons (PMF) et donc la
destruction de la membrane (Netala et al., 2015 ; Rashid et al., 2017).
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3.5.2 Activité antifongique

L’activité antifongique de I’extrait de M. vulgare et des AgNPs biosynthétisé a partir 1’extrait
hydro-éthanolique de M. vulgare a été étudiée contre cing agents pathogénes, a savoir Aspergillus
carbonarius, Umbelopsis ramanniana, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus et Aspergillus

niger par la méthode de diffusion des puits en milieu PDA semi solide.
A. Activité antifongique de I’extrait de M. vulgare

Les résultats présentés dans le tableau VII montrent que I’extrait de M. vulgare n’a présenté
aucune activité antifongique contre les champignons filamenteux testés (figure 21 B, C, D, E) a
I’exception de la souche U. ramanniana qui a manifesté une sensibilité pour 1’extrait hydro-
éthanolique des feuilles de M. vulgare donnant un diamétre de zone d’inhibition de 15,5 mm avec
une dose de 30 pl (figure 21 A).

Tableau VI : Résultats des activités antifongiques testés de 1’extrait de M. vulgare.

Les souches fongiques Zone d’inhibition contre les
champignons
A. flavus <6mm
A. parasiticus <6mm
A. carbonarius <6mm
A. niger <6mm
U. ramanniana 15+0,5mm

Radojevi¢ et al., 2013 ont testé I'activité antifongique des extraits de : méthanol, d'acétone et
d'acétate d'éthyle de la plante entiere de Marrubium peregrinum contre 7 espéces fongiques
Aspergillus niger, Penicillium italicum, Trichothecium roseum, Botrytis cinerea ; Candida albicans,
Rhodotorula sp et Saccharomyces boulardii. Les meilleurs résultats sont obtenus avec 1’extrait
méthanolique contre Aspergillus niger ATCC 16404 (CMI : 0,625 mg/ml). Alors, nous suggérent que
la faible activité antifongique peut étre d a un probleme de diffusion dans des puits ou a cause de la

concentration de 1’extrait.
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Figure 21: Activité antifongique de I’extrait hydro-éthanolique du Marrubium vulgare.L activité

antifongique a été effectuée par la méthode de diffusion dans des puits qui sont remplis avec 30 ul d’extrait

hydro-éthanolique du Marrubium vulgare.
B. Activité antifongique des AgNPs

L’évaluation de I’activité antifongique des AgNPs biosynthétisé a montré que la plus grande
sensibilité fongique a ces AgNPs a été notée chez la souche U. ramanniana avec des zones
d’inhibition de 22mm et 15 mm pour des concentrations d’AgNPs de 2mg/ml et 1mg/ml,

respectivement (figure 22 A). Nous constatons ainsi que cette sensibilité est moins chez les souches
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A. parasiticus. (18mm et 12mm) (figure 22 B), A. carbonarius (14mm et 10mm) (figure 22 C) et A.
niger (14mm et 8mm) (figure 22 E) pour des concentrations d’AgNPs de 2mg/ml et 1mg/ml,
respectivement. Ainsi, la valeur la plus faible a été enregistrée contre A. flavus avec des zones
d’inhibition de diamétre de 10mm et 7mm (figure 22 D). Pour les mémes concentrations précédentes

respectivement. Ces résultats sont exprimés dans le tableau (VII1).

Tableau VII: Résultat de I’activité antifongique des AgNPs biosynthétisé.

La concentration des AgNPs

Les souches 2mg/ml Img/ml
fongiques
A. flavus 10 £1mm 7+0,5mm
A. parasiticus 18+ 1,77mm 12 +0,44mm
A. carbonarius 14 £ 2mm 10+ 2mm
A. niger 14 £1,22mm 8 £0,55mm
U. ramanniana 22 £2,66mm 15+ 1,33mm
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Figure 22: Activité antifongique des AgNPs. L activité antifongique a été effectuée par la méthode de
diffusion dans des puits qui sont remplis avec 30 ul d’AgNPs a différentes concentrations de 2mg/ml et 1mg/ml

respectivement.

Les recherches sur ’activité antifongique utilisant des nanoparticules biogéniques suscitent
énormément d'intérét. La synthése de nanoparticules & partir d'extraits de plantes est I'une des
méthodes les plus potentielles et les plus respectueuses de I'environnement pour étendre les

applications antifongiques dans les domaines médicinaux et agricoles. Par conséquent, dans plusieurs
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études antérieures les AgNPs ont montré une puissante activité antifongique contre des souches de

champignons (Bhimba et al., 2014 ; Nguyen et al., 2022)

Les résultats obtenus dans notre étude concordent avec ceux obtenus par 1’étude réalisée par
Qasim Nassar et al., (2019), qui ont rapporté que les AgNPs synthétisées par la plante Serriphidium
quettense présentent des zones d'inhibition de 13,2 mm contre A. niger et de 10 mm contre A. flavus.
Vijayan et al., (2018) ont également synthétisé des nanoparticules d'Ag a partir d'extrait de feuille de
Synedrella nodiflora. L’évaluation de I’activité antifongique de ce travail a montré des zones

d'inhibition de diametre de 12,9 mm vis-a-vis Aspergillus spp et 10,9 mm avec Penicillium spp.

D’apres 1’étude de kumar et al., (2013), les AgNPs synthétisées a base d'extrait des algues
(Gracilaria corticata) ont montré une activité antifongique puissante vis-a-vis Candida albicans,
Candida glabrata avec des zones de (12mm), (11 mm) respectivement. Les études précédentes
montrent que les AgNPs portent une activité antifongique contre diverses souches ce qui confirme

nos résultats.

Le mécanisme de I'effet fongicide des AgNPs n'est pas trés connu (Yousefzadi et al., 2014),
en raison de la complexité de processus antifongique. (Jebril et al., 2020). Cependant, selon Sun et
al., (2018), les nanoparticules métalliques sont capables d'inhiber les enzymes productrices de
glutathion (GHS) ; une enzyme qui joue un rble antioxydant ; ce qui réduit la résistance des
champignons. En général, les nanoparticules métalliques (principalement Au, Ag et Zn)
biosynthétisées a partir d'extraits de plantes acquiérent un grand potentiel d'inhibition d'un large
éventail d'especes fongiques. Cette découverte est attribuable a la présence d’importante quantité de

composés phénoliques et flavonoides trouvés dans les extraits végétaux.

Nguyen et al., (2022) montrent que I’activité antifongique des nanoparticules métalliques
dépend non seulement de la taille et la concentration des particules mais également des composés
bioactifs présents dans les extraits veégétaux lors de la biosynthese. On pourrait suggeérer que plus la

concentration de nanoparticules d'Ag est élevée, I'activité antifongique est meilleure.
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Conclusion

Pour pallier les insuffisances des méthodes chimiques, les méthodes biologiques se sont
imposees comme viables options. Les chercheurs s'intéressent de plus en plus a la synthése des

nouvelles nanoparticules métalliques.

Ce mémoire avait pour ambition de synthétiser des nanoparticules d’Argent en utilisant
I’extrait de la plante Marrubium vulgare qui est tres riches en métabolites secondaires, et représente
une source précieuse de composés bioactifs et de préparation ayant des effets bénéfiques pour la santé
: antioxydants, anti-inflammatoires et antimicrobiens. Le dosage des polyphénols et des flavonoides
de I’extrait hydro-éthanolique de la plante Marrubium vulgare a montré que 1’extrait était riche en
composés phénoliques ce qui nous laisse suggérer qu’il peut jouer le role d’un bon agent réducteur

dans la synthése des nanoparticules métalliques.

Dans ce travail, nous rapportons une méthode simple pour la formation des nanoparticules
d’Argent par une voie verte qui est apparue comme un front important dans les nanotechnologies,
présente de multiples aspects positifs : respect de I'environnement, biocompatibilité et rentabilité ainsi
de réduire le risque de contamination par les différents produits chimiques utilisés lors des méthodes
chimiques et physiques. Le virage de couleur de la solution contenant AgNOs et ’extrait hydro-
éthanolique de Marrubium vulgare (agent réducteur) du jaune vers le brun foncé confirme la

formation d’AgNPs.

D’autre coté, les nanoparticules synthétisées ont montré une activité antibactérienne contre
les bactéries a gram positif y compris Staphylococcus aureus (15mm/11mm), Listeria monocytogenes
(13mm/12mm) et les bactéries a gram négatif y compris Escherichia coli (15 mm/13,5mm),
Pseudomonas aeruginosa (<6mm) a des concentrations (1 mg/ml; 0,5 mg/ml) d’AgNPs
respectivement et une activité antifongique contre cing souche de champignon Aspergillus
carbonarius (14mm/10mm), Umbelopsis Ramanniana (22 mm/15mm), Aspergillus Flavus
(10mm/7mm) , Aspergillus Parasiticus (18mm/12mm) et Aspergillus Niger (14mm/8mm) avec une
concentration (1 mg/ml; 2 mg/ml) d’ AgNPs respectivement. Pour cela, les AgNPs pourraient étre
une bonne alternative a développer comme agent antibactérien contre les souches de bactéries
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multirésistantes. De plus, les applications des AgNPs peuvent conduire a des découvertes précieuses

dans divers domaines.
Comme perspectives nous proposons ce qui sulit :

v’ Tester les activités antioxydante et anti-inflammatoire des nanoparticules d’ Argent.
v’ Tester ’effet d’ AgNPs sur d’autres souches microbiennes multirésistance.
v' Caractériser la forme et la composition et la cristallinité de nanoparticules par 1’utilisation de

I’analyse de diffraction des rayons X (XRD).
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Annexes



Annexe N°1
Matériels non-biologique

1) Partie biochimique

Spectrophotometre Nitrate d’argent
Plaque chauffante Extrait de Malte
Balance de précision Extrait de levure
Etuve Glucose
Centrifugeuse Agar
Agitateur magnétique Acide gallique
pH meétre Carbonate de sodium
Broyeur Querceétine
Folin- Ciocalteu
Trichlorure d’ Aluminium (AICI5)

2) Partie microbienne

- Bec Bunsen - Micropipette réglable
- Vortex - Ecouvillon

- Autoclave - Pipette pasteur

- Bain marie - Anse de platine

- Boite de pétri



Annexe N°2

4g extrait de levure -
49 de glucose -
10g extrait de malte -

20g d’agar

Compléter avec 11 de I’eau de robinet

20g de glucose

12g d’agar

L’eau bouillante de 200g de pomme
de terre

Compléter avec 11 de I’eau de robinet
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