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Abstract

Silver nanoparticles are known for their antibacterial, anti-inflammatory and antioxidant
capacities.

This work aims to synthesize, to characterize and to test the biological activities of silver
bio-nanoparticles obtained by the use of a medicinal plant Marrubium vulgare from the
Lamiaceae family.

The fresh leaves of this plant are harvested from the wilaya of Ain Defla, then dried and
ground into a fine powder. To obtain an ethanolic extract, the powder was macerated in one
volume of ethanol. The level of flavonoids and total phenols in the ethanolic extract of
Marrubium vulgare was then determined by a colorimetric method from the calibration curves
produced by quercetin and gallic acid respectively. Our extract gave a significant yield of
7.53%, the therapeutic efficiency of the plant extract was ensured by the presence of known
levels of total phenols and flavonoids.

In order to obtain silver nanoparticles, a solution of AgNO3 was added to the ethanolic
extract of Marrubium vulgare. The nanoparticles obtained are characterized by three methods,
visual observation, spectral scanning and scanning electron microscopy. A change in color and
an absorbance of around 420 nm confirmed the formation of the silver nanoparticles, which
were observed in spherical shape by the electron microscope.

The antibacterial activity of silver nanoparticles was assessed using the hole method
against four bacterial strains Bacillus substilus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
Pseudomonas aureginosa. The silver nanoparticles show sensitive to extremely sensitive
activity against the bacteria studied.

This study showed that the ethanolic extract of Marrubium vulgare exhibits therapeutic
effects with a role of reduction in the biological synthesis of silver nanoparticles which

themselves have a significant antibacterial activity.

Key words : Marrubium vulgare, Silver Nanoparticles, Polyphenol, Flavonoide, Antibacteriel

activity.
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Résumé

Les nanoparticules d’argent sont connues pour leurs capacités antibactérienne, anti-
inflammatoire et antioxydante.

Ce travail vise a synthétiser, a caractériser et a tester les activités biologiques des bio-
nanoparticules d’argent obtenues par 1’utilisation d’une plante médicinale Marrubium vulgare
de la famille des Lamiaceae.

La récolte des feuilles fraiches de cette plante a été faite a la wilaya d’ Ain Defla, par la suite
elles ont été séchées et broyées en poudre fine. Pour avoir un extrait hydroéthanolique, la poudre
a été macérée dans un volume d’éthanol. Ensuite, on a déterminé le taux des flavonoides et des
phénols totaux dans I’extrait hydroéthanolique du Marrubium vulgare par une méthode
colorimétrique a partir des courbes d’étalonnage réalisées par la quercétine et ’acide gallique,
respectivement. Notre extrait a donné un rendement significatif de 7,53%, I’efficacité
thérapeutique de ’extrait de la plante a été assurée par la présence des taux déetermines des
phénols totaux et des flavonoides.

Afin d’obtenir des nanoparticules d’argent, une solution d’AgNOs a été ajoutée a ’extrait
hydréthanolique du Marrubium vulgare. Les nanoparticules obtenues sont caractérisées par
trois méthodes, observation visuelle, balayage spectral et microscopie électronique a balayage.
Un changement de couleur et une absorbance d’environ 420 nm ont confirmé la formation des
nanoparticules d’argent. Ces dernieres ont été observées sous forme spherique par le
microscope électronique.

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des nanoparticules d’argent a été effectuée a I’aide
de la méthode des puits contre quatre souches bactériennes Bacillus substilus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aureginosa. Les nanoparticules d’argent présentent
une activité sensible a extrémement sensible contre les bactéries étudiées.

Cette étude a montré que I’extrait hydroéthanolique du Marrubium vulgare présente des
effets thérapeutiques avec un réle de la réduction dans la synthese biologique des nanoparticules

d’argent qui possedent eux méme une activité antibactérienne importante.

Mots clés : Marrubium vulgare, Nanoparticules d’argent, Polyphénol, Flavonoide, Activité

antibactérienne.
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Introduction

Depuis I’antiquité, I’humanité a profité de la richesse naturelle végétale a la fois comme
une source agro-alimentaire ainsi qu’une matiére primaire utilisée par les tradipraticiens. Avec
la progression des médecines, ces plantes ont obtenu une attraction comme une source de
principes actifs pour les médicaments a base de plantes gréce a leurs métabolites secondaires.
En Algérie, de nombreuses especes appartenant a la famille des Lamiaceae sont fortement
utilisées en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs pathologies parmi elles, Marrubium
vulgare.

Le Marrube blanc a attiré I’attention du monde par ces propriétés anti-inflammatoires,
antioxydantes et surtout antimicrobiennes comme une alternative aux substances antibiotiques
qui ont été surmontées par la résistance bactérienne.

A T'heure actuelle, la progression de la nanotechnologie a permis de développer des
molécules a 1’échelle nanométrique a plusieurs intéréts. De nombreuses approches ont été
proposees pour créer different nanomatériaux, mais en raison du changement climatique et de
la vague qui frappe le monde pour réduire 1’utilisation des produits chimiques toxiques pour
notre environnement et des activités physiques qui aggravent 1’état de la couche d'ozone, et
consomment beaucoup d’énergie, de nouvelles méthodes biologiques respectueuses de
I'environnement ont émergé a base des sources naturelles.

L’exploration de méthodes de synthese respectueuses de I'environnement a toujours orienté
les scientifiques vers la biosynthése et I'utilisation de plantes et de micro-organismes tels que
les bactéries, les levures et les champignons, sachant que les plantes sont considérées comme
une source impérative dans la synthese des nanoparticules. Les applications thérapeutiques de
I’argent connues depuis des milléniales font de lui un métal noble de choix pour la synthése des
nanoparticules.

Pour proposer de nouvelles méthodes de synthése des nanoparticules d’argent rapides et
propres vis-a-vis de I’environnement et du manipulateur, ce présent travail détermine ’activité
antibactérienne des nanoparticules d’argent produites a partir de I’extrait hydroéthanolique du
Marrubium vulgare et leur caractérisation. Dans cette optique, nous avons suivi la démarche
suivante :

e Extraction hydroéthanolique du Marrubium vulgare.

e Dosage biochimique des composés phénoliques dans I’extrait hydroéthanolique du

Marrubium vulgare.




Biosynthése des nanoparticules d’argent a base de I’extrait hydroéthanolique du
Marrubium vulgare.

Caractérisation des nanoparticules d’argents (Observation visuelle, spectroscopie UV-
visible, Microscope électronique a balayage).

Evaluation de I’activité antibactérienne des nanoparticules d’argent vis-a-vis de quatre

souches bactériennes.
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Chapitre | Données bibliographiques

l. Données bibliographiques
I.1.Présentation de la plante étudiée

1.1.1. Marrubium vulgare

Le genre Marrubium fait partie de la famille des Lamiacées qui est composée de pres de
258 genres (DJAHRA, 2014). Il comporte environ 40 espéces. En Algérie, on retrouve 6
especes différentes au sein de ce méme genre : Marrubium vulgare, Marrubium supinum,
Marrubium peregrinum, Marrubium alysson, Marrubium alyssoide et Marrubium deserti de
Noé. Dans notre travail, on s’intéresse au Marrubium vulgare, également appelé Marrube blanc
connu en Algérie sous le nom de Marriouth (Quezel et Santa, 1963).

1.1.2. Répartition et Caractérisation botanique

Le Marrube est originaire d’Eurasie tempéré, d’Europe, du Moyen Orient et de la région
Méditerranéenne, y compris 1’Afrique du nord (Yabrir, 2019). C’est une plante herbacee
annuelle ou vivace (Ac¢imovié¢ et al., 2020). Le Marrube vulgaire est un arbuste, d’aspect
blanchatre trés rameux, a poils laineux appliqués, feuilles petites en coin a la base portant
quelques dents au sommet, fleurs en petits glomérules a I’aisselle des paires des feuilles, corolle
petite par rapport au calice tubuleux, celui-ci s’accroissant considérablement par sa partie
supérieure en formant au tour du fruit une auréole membraneuse (Fig.1) (Ozenda, 2004). Le

Tableau I représente la position systématique de I’espéce Marrubium vulgare.

Feuilles duveteuses

Fleurs blanches

20-80 cm

Tige carrée

Fig. 1: Description botanique simplifié du Marrubium vulgare
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Tableau I : Classification botanique du Marrubium vulgare (Judd et al., 2002)

Régne Plantae Sous-classe Asteridae

Sous-régne Tracheobionta Ordre Lamiales
Division Magnoliophyta Famille Lamiaceae
Classe Magnoliopsida Genre Marrubium

1.1.3. Propriétés thérapeutiques et pharmacologiques
Marrubium vulgare est connu pour posseder de nombreux effets sur le corps humain. Il
est largement utilisé dans la médecine traditionnelle dans le monde entier pour traiter une
variété de maladies (Yabrir, 2019). En Algérie, il est utilisé dans la médecine populaire pour
guérir plusieurs maladies telles que la diarrhée, le diabete, les rhumatismes, le rhume et les

douleurs respiratoires (Belhattab et al., 2006).
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1.1.4. Métabolites secondaires de la plante

Les plantes synthétisent une vaste gamme de composés organiques qui sont classés comme
métabolites primaires et secondaires.

Les métabolites secondaires sont intéressants en raison de leur utilisation comme colorants,
fibres, colles, huiles, cires, agents aromatisants, médicaments et parfums. Ils sont considérés
comme des sources potentielles de nouveaux médicaments naturels, antibiotiques, insecticides
et herbicides (Crozier et al., 2008).

Tableau Il : Structure chimique des composés polyphénoliques (groupes hydroxyles non
représentés) (Crozier et al., 2008).

Nombre de carbone  La structure chimique Classification Exemple Structure de base

7 Ce-C1 Acide Phénolique  Acide Gallique @_COOH

15 Ce-C3-Cs Flavonoide Naringinine

Le terme « acides phénoliques » décrit généralement les composés phénoliques ayant un groupe
acide carboxylique (Tableau I1). Les acides phénoliques ou phénol-carboxyliques sont l'une des
principales classes de composés phénoliques végetaux. On les trouve dans la variéte des
aliments a base de plantes, a savoir les graines, les peaux de fruits et les feuilles de légumes qui
en contiennent en concentrations tres elevées (Kumar , 2019).

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques comprenant quinze carbones, avec deux
cycles aromatiques reliés par un pont a trois carbones (Tableau I1). lls se trouvent dans tout le
regne vegeétal, présents en fortes concentrations dans I'épiderme des feuilles et la peau des fruits
et ont des rbles importants et varies de métabolites secondaires (Crozier et al., 2008). Les
métabolites végétaux secondaires, comme les polyphénols, sont généralement impliqués dans
la défense chimique et contre les agents pathogenes, la reproduction et la communication
plante-plante. On trouve des milliers de composés de polyphénols dans divers aliments
d’origine végétale, y compris les légumes (Mendoncga et al., 2019). Cette classe de métabolites
secondaires végetaux a structure polyphénolique, ont divers effets biochimiques et antioxydants
favorables associés a diverses maladies telles que le cancer, la maladie d’Alzheimer (MA),
I’athérosclérose. Les flavonoides sont associés a une vaste gamme d’effets bénéfiques pour la
santé et constituent un élément indispensable dans diverses applications nutraceutiques,
pharmaceutiques, médicinales et cosmétiques. Ceci est d0 a leurs propriétés antioxydantes,
anti-inflammatoires, anti-mutagenes et anti-cancérigéenes, couplées a leur capacité a moduler

les principales fonctions enzymatiques cellulaires (PANCHE et al., 2016).
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1.2. Nanotechnologies et Nanoparticules

1.2.1. Nanotechnologies

La nanotechnologie constitue un champ de recherche multidisciplinaire. Elle peut étre
définie comme étant la science et le génie permettant d’étudier la matiére au niveau moléculaire
ou supramoléculaire (Chuto et Chaumet-Riffaud, 2010) (Saini et al., 2010), rassemblent a la
fois les nanomatériaux, les nano-composants, les nano-systemes, les techniques et procédes de
fabrication, de manipulation, de caractérisation, d’imagerie, ainsi que les outils de
modélisation-simulation (Badillo, 2012).

La nanotechnologie, dans son essence, est la science qui concerne 1’ingénierie et
’application des nanomatériaux naturels ou objets manufacturés présentant au moins une des
trois dimensions a 1’échelle nanométrique (Barkalina et al., 2014).

D’aprés les travaux de la Commission Européenne en 2011, une définition des
nanomatériaux a été proposée : « On entend par nanomatériaux, un matériau naturel, forme
accidentellement ou manufacture, contenant des particules libres, sous forme d’agrégats ou sous
forme d’agglomérats, dont au moins 50% des particules, dans la répartition numérique par taille,
présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 et 100 nm ». Ainsi, selon le
comité technique 229 « Nanotechnologies » de 1’organisation internationale de normalisation
(1S0), deux grandes familles de nanomatériaux sont distinguees (Fig.2) :

- Les nano-objets : qui sont des « Matériaux dont une, deux ou trois dimensions externes
se situent a I’échelle nanométrique », parmi les nano-objets, trois catégories sont
distinguées, les nanoparticules (NPs), les nano-fibres et les nano-feuillets.

- Les matériaux nanostructurés : qui sont des « Matériaux qui possédent une structure
interne ou de surface a I’échelle nanométrique ». 1l est possible de distinguer plusieurs
familles de matériaux nanostructurés a ’instar des nanocomposites, agrégats et
agglomérats de nano-objets et les matériaux nanoporeux...ctc. (Myriam Ricaurd et
Olivier Witschger, 2012).
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Fig. 2: Classification des nanomatériaux selon la définition 1SO des nano-objets. Les nano-
objets comprennent les nanoparticules (a 1I’échelle nanométrique dans les trois dimensions),
les nanofibres (a I’échelle nanométrique dans les deux dimensions) et les nano-couches (a
I’échelle nanométrique dans une seule dimension) (Krug et Wick, 2011).

1.2.2. Nanoparticules
Les éléments constitutifs les plus fondamentaux dans la fabrication d'une nanostructure sont

les NPs. lls sont beaucoup plus petits que les objets du monde quotidien décrit par les lois du
mouvement de Newton, mais plus grand qu’un atome ou une simple molécule régie par la
mécanique quantique. Cependant, la fagon dont une NP est vue et définie déepend dans une large
mesure de I’application spécifique. A cet égard, le tableau I11 résume les différentes définitions

des NPs et des nanomatériaux suggerés par diverses organisations (Horikoshi et Serpone,

2013) .
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Tableau 11l : Deéfinitions des NPs et des nanomatériaux selon diverses organisations :
Organisation Internationale de Normalisation (ISO), Société Américaine des Matériaux
d’Essai (ASTM), Institut National de la Sécurité et de la Santé au Travail (NIOSH), Comité
des produits de consommation (SCCP), Institution Britannique de Normalisation (BSI), et
Office Fédéral de la Protection du Travail et la Médecine du Travail (BAuA) (Yezhelyev et
al., 2006).

Nanoparticules Nanomatériaux

1SO Une particule s'é¢tendant sur
1-100nm (diametre).
Particule ultrafine dont la
ASTM longueur en 2 ou 3 -
dimensions est de 1 a 100nm.
Particule avec un diametre

compris entre 1 et 100 nm ou

NIOSH Sm TR T T e
fibre couvrant la gamme 1-
100nm.
Matériel dont au moins un
Au moins un coOté est a cbté ou la structure interne
SCCP

I'échelle nanométrique. est dans la  gamme
nanomeétrique.

Matériel dont au moins un

coté ou la structure interne

est dans la  gamme
nanomeétrique.

Tous les champs ou Matériel constitué d’une

BAUA diameétres sont dans I'échelle nanostructure ou  d’une
nanomeétrique. nanosubstance.

Chaque jour, un nouveau type des NPs s’approche de la surface, et malgré cela, elles ne

Tous les champs ou
BSI diametres sont dans I'échelle
nanomeétrique.

sont divisées qu’en deux grandes catégories (Tableau IV) : les particules qui contiennent des
molécules organiques comme les matériaux de construction majeurs et celles qui utilisent des
éléments inorganiques, généralement des métaux, comme les noyaux, liposomes, dendrimeres,
nanotubes de carbone, émulsions,...ctc (Fig.3) (Yezhelyev et al., 2006). Les NPs organiques
ont fait I’objet d’études approfondies avec des liposomes, des polymeres, des constructions de
polymeres, des micelles utilisées pour I’imagerie ou la drogue et techniques de délivrance de
génes. Entre temps, les NPs inorganiques ont également attiré 1’attention des chercheurs ces

derniéres années, en raison de leurs propriétés physicochimiques uniques dépendantes du
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matériau et de la taille, qui sont incomparables aux NPs traditionnels a base de lipides ou de
polyméres. Ce sont donc leurs propriétés physiques (optiques et magnétiques) qui rendent les
NPs uniques, en plus de leurs propriétés chimiques telles que I’inertie, la stabilité et la facilité
de fonctionnalisation (Khalid et al., 2020).

A) Micelles B) Liposomes

Compartiment
hydrophobes
intra-membranaire

Bicouche Compartiment
phospholipidique hydrophobe

Bicouche
Compartiment phospholipidigue
hydrophile
C) NPs lipidique solide D) NPsMetalique
lipide solid Sisfictant
E) NPs polymerique F) NPsMS

H) Nanotubes de carbone

unite de branchement groupe terminal

Fig. 3: Nanomatériaux couramment appliqués en biomédecine. (A) Micelle. (B) Liposomes. (C)
Nanoparticules lipidiques solides. (D) Nanoparticules inorganiques (métalliques). (E) Nanoparticules
polymeres. (F) Nanoparticules de silice mésoporeuses. (G) Dendriméres. (H) Nanotubes de carbone

(Yezhelyev et al., 2006).
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Tableau IV : Nanomatériaux courants a usage biomédical (Yezhelyev et al., 2006).

Sous-classe

Lipides

Polyméres

Métales
Noble

Oxides

Semi-

conducteurs

A base

carbone

Autre

Matériel
Phospholipides

Lipides Solide

Poly-L-lactide-co-
glycolide (PLGA)

acide Polylactique (PLA)

Chitosane
Gélatine
Polyamidoamine
(PAMAM)

Polypropyleneimine

(PPI)
Or
Argent

Platinum

Magnetic

Cadmium
Selenium
Tellurium
Indium

Carbon

silice méso-poreuses

Structure
Liposomes

Micelles

Lipides-Solides

nanoparticules

Nanoparticules

Dendrimers

Nanoparticules

Nanoparticules

Boite quantique

Fullerenes

Nanotubes

Nanoparticules

Description

Nanosphéres  fermées  constituées  d’une
bicouche phospholipidique

Nanospheres  fermées  constituées  d’une
monocouche phospholipidique

Nanosphéres constituées d’un noyau lipidique
stabilisé par des agents tensioactifs et/ou des
polymeres

Structures de formes variées avec les trois
dimensions physiques a 1’échelle nanométrique

(100 nm)

Nanomolécules sphériques constituées d’un
noyau central et de couches séquentielles de
groupes ramifiées

Structures de formes variées avec les trois

dimensions physiques a 1’échelle nanométrique

(100 nm)

Structures de formes variées avec les trois
dimensions physiques 1’échelle nanométrique

(200 nm)

Nanocristaux — semi-conducteurs ayant des
propriétés optiques

Nanosphéres creuses, constituées d’atomes de
carbone, formant des structures en forme de
cages

Structures cylindriques avec deux des trois
dimensions physiques a I’échelle nanométrique
(200 nm)

Structures de formes variées avec les trois
dimensions physiques a 1’échelle nanométrique
(100 nm) et architecture mésoporeuse (diamétre
des pores : 2-50 nm)

10
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Pour fabriquer les nanomatériaux (par exemple un semi-conducteur réduit aux tailles
nanometriques ou dispersé dans une matrice polymere), on dispose de deux approches (Fig.4).
Dans I’approche dite « Top-down », du haut vers le bas, on prend un gros morceau et on réduit
sa taille, c’est le domaine de la miniaturisation des composants ¢lectroniques ; ’autre approche
dite « Bottom-up » consiste a construire la matiére a partir d’éléments, par exemple faire une
réaction chimique puis stabiliser des NPs de taille voulue ou encore construire des molécules
avec des atomes définis et des propriétés définies. La premiére approche, dite de
miniaturisation, est actuellement la plus répandue (Rabu, 2019).

du haut vers le bas du bas vers le haut

Formulaire en vrac ’*'?; Az
Svnthése Processss Methodes
Méthode  Formasce d}“\'; o cromanze i s
Physique  depoede es NPs hams
Maclesson Z\:.’.etho.des
v | Biologiques

Q NPsAg Atome B

Fig.4: Approche de fabrication des nanomatériaux. (A) du haut vers le bas (Méthodes

physiques). (B) Du bas vers le haut (Méthodes chimiques, biologiques) (Lee et Jun,
2019).
1.2.2.1. Nanoparticules d’argent

L’argent (Ag) est utilisé depuis des siécles dans le traitement des plaies et des brdlures.
Avec I’avénement actuel des nanotechnologies, I’engouement pour les nanoparticules d’argent
(NPsAQ) et leur pouvoir antibactérien s’est accru et le développement de produits en contenant
s’est accentué 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, hygiéene,
alimentation...etc.) et se retrouvent constamment en contact avec le corps humain, mais aussi
dans notre environnement, ce qui représente une source de toxicité non négligeable. Pour ce qui
est de ses caractéristiques, 1’argent est un métal gris blanc, de masse atomique 107,87 g/mol. Il
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 (Chauvel,
2018).

11
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1.2.2.2. Méthodes de synthése des Nanoparticules d’argent

e Approche Chimique :

Plusieurs approches chimiques peuvent étre utilisées pour la syntheése des NPsAg ; la
réduction chimique, technique électrochimique, irradiation assistée par méthode chimique ou
par pyrolyse (Chauvel, 2018).

La réduction chimique par des agents réducteurs organiques et inorganiques est 1’approche
la plus courante pour la synthése des NPsAg. En général, différents agents réducteurs tels que
le citrate de sodium, ascorbate, borohydrure de sodium (NaBH4), hydrogéne élémentaire, le
procédé polyol, le réactif de Tollens, N N-diméthylformamide (DMF), et les copolymeéres blocs
poly (éthyléne glycol) sont utilisés pour la réduction des ions d’argent (Ag") dans des solutions
aqueuses ou non aqueuses. Ces agents réducteurs réduisent I’Ag* et conduisent a la formation

d’argent métallique (AgP), qui est suivi d’une agglomération en amas oligomériques (Fig.5).

Réactif réduetaut pour
la synthéss chimique
2 : SR Croissance et coalescence NPsAg
Réduction Nucléation des noyaux g

Fig.5 : Méthode de synthese chimique des NPsAg (Lee et Jun, 2019).

Une préparation des NPsAg peut étre effectuée a température ambiante, par un simple mélange
des ions métalliques correspondants avec des polyoxométalates réduits qui servent d'agents

réducteurs et stabilisants (Fig.6) (Iravani et al., 2014).

12
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Fig.6: Schéma de I'approche chimique de la synthése des NPsAg (Khan et al., 2018).

e Approche physique

Il est possible, par voie physique, de créer des NPs soit libres (broyage), soit enrobées dans
des matrices liquides ou solides, notamment vitreuses. Globalement, les différentes techniques
employées donnent lieu a trois processus différents de formation des NPs (Sow, 2013).

Dans les processus physiques, les NPs de divers matériaux tels que I’Ag, I’Or (Au), le
tampon phosphate salin (PbS) et le fullerene sont généralement synthétisées par évaporation-
condensation, ce qui pourrait étre effectué a ’aide d’un four tubulaire a pression atmosphérique.

Le matériau de base d’un bateau centré sur le four est vaporisé dans un gaz porteur. De plus,
les NPsAg ont été synthétisés par ablation laser des matériaux métalliques en vrac en solution
(Fig.7). Un seul avantage de I’ablation laser par rapport a d’autres méthodes classiques de

préparation des colloides métalliques est 1’absence de réactifs chimiques en solutions (Abbasi
et al., 2016).

13
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Miroie ot Laser puls
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de solvant
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Fig.7: Meéthode de synthése physique
(Ablation par laser) des NPs (Lee et Jun,
2019).

Une autre méthode consiste a utiliser les faisceaux énergétiques pour introduire I’espéce a
précipiter dans la matrice hote. C’est le cas de I’implantation ionique. Dans ce cas, il est souvent
nécessaire de procéder a un traitement thermique ultérieur pour la précipitation des NPs (Sow,
2013).

e Approche Biologique :

La synthése biologique, dite verte, des NPsSAg présente de grands avantages par rapport aux
méthodes chimique et physique. Biologiquement, les NPsAg synthétisés sont respectueux de
I’environnement, car aucun réducteur toxique ou agent stabilisant n’est utilisé lors de la
synthese des NPs.

Dans les systemes biologiques, la réduction des risques pour la santé et les agents
stabilisants peuvent étre remplacés par des biomolécules essentielles telles que les protéines et
les hydrates de carbone, qui sont produits localement par des microbes, incluant les bactéries,
les champignons et les levures, les plantes, et autres organismes comme les algues (Tableau V)
(Djoumessi Lekeufack, 2010).

14
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Tableau V : Lataille des NPsAg produites en fonction du type de I’organisme (Savary, 2015).

organisme La taille des NPsAg (nm)
Bactérie 1-500
Champignon 1,6 - 100
Levure 2-20
Algue 7-16
Plante 2-100

La production végétale est I'une des méthodes de remplacement a grande échelle les plus
rentables et les plus précieuses pour la synthese des NPsAg. Les chercheurs ont tenté de
synthétiser des NPsAg de tailles et de formes variées a ’aide de différents extraits végétaux
ayant une vaste gamme d’activités telles que I’activité antimicrobienne, anticancéreuse,
antivirale et anticatalytique (Khan et al., 2018).

1.2.2.3.  Avantages et inconvénients des méthodes de synthese

La synthese chimique des NPsAg est I’'une des plus utilisées. Avec cette méthode, le point
faible est I'utilisation de beaucoup de solvants organiques deéléteres. Ces solvants ont une
biocompatibilité plus basse qui limite leur application naturelle (Chauvel, 2018). Un certain
nombre de rapports prévalant dans la littérature indiquent que la synthese de NPs par des
approches chimiques est peu éecologique et codteuse (lravani et al., 2014). Les méthodes
chimiques sont également les plus simples a mettre en ceuvre et sont a la base d’une grande
partie de la production des nanomatériaux et necessitent moins d’énergic que les autres
procédes de synthese des NPs (Djoumessi Lekeufack, 2010).

En contraste, les techniques physiques n’utilisent pas de substances nocives pour la
préparation des NPsAg, ainsi les NPs obtenues peuvent étre non contaminées et pures. En
général, les méthodes physiques sont rapides et permettent de produire des NPsAg de taille
relativement petite (Chauvel, 2018). L'absence de contamination par les solvants dans les films
minces préparés et I'uniformité de la distribution des NPs sont les avantages des méthodes de
synthese physique par rapport aux procédés chimiques. La synthese physique des NPSAg a
l'aide d'un four tubulaire a pression atmosphérique présente certains inconvénients, par
exemple, le four tubulaire occupe un grand espace, consomme une grande gquantité d'énergie
tout en augmentant la température ambiante autour du matériau source et nécessite beaucoup
de temps pour parvenir a la stabilité thermique. De plus, un four tubulaire typique nécessite une
consommation d'énergie supérieure a plusieurs kilowatts et un temps de préchauffage de

plusieurs dizaines de minutes pour atteindre une température de fonctionnement stable.

15
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Il existe donc un besoin croissant de développer des procédés respectueux de
I'environnement et de I'économie, qui n'utilisent pas de produits chimiques toxiques dans les
protocoles de synthese. Cela a conduit les chercheurs a se pencher sur les organismes (Iravani
etal., 2014).

1.2.2.4.  Usage des nanoparticules d’argent

En raison de leurs propriétés uniques, les NPsAg présentent un intérét qui peut étre
incorporées dans les applications antimicrobiennes, les matériaux biocapteurs, les fibres
composites, les matériaux supraconducteurs cryogéniques, les produits cosmétiques et les
composants électroniques. Ces particules ont également de nombreuses applications dans
différents domaines tels que I’imagerie médicale, les nano-composites, les filtres,
I’administration de médicaments et I’hyperthermie tumorale. Les NPsAg ont été largement
utilisées comme agents antimicrobiens dans I’industrie de la santé, I’entreposage des aliments,
les revétements textiles et un certain nombre d’applications environnementales (Tableau VI)

(Abbasi et al., 2016).
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Tableau VI : Utilisation des NPsAg dans les objets de la vie quotidienne (Savary, 2015).

Utilisation Intérét Remarque
Textiles Lutte contre les bactéries a 1’origine des Les NPsAg sont
Chaussures mauvaises odeurs. introduites lors du filage

Prévention des mycoses.

ou de I’ennoblissement
du textile.

Linge de maison.
Literie.

Lutte contre les acariens.

Compléments alimentaires.

Amélioration des défenses immunitaires

Ustensiles de  cuisine
(planche a  découper,
couteau)

Hygiéne.

Les NPsAg sont présentes
dans les revétements des
ustensiles.

Biberons, tasses pour enfants,
objets a macher.

Lutte contre la prolifération de germes
pathogéenes

Bofites de conservation.

Lutte contre le développement des moisissures
Amélioration de la conservation des aliments

Les NPsAg sont mélangées
au plastique.

Réfrigérateurs.

Lutte contre les bactéries a D’origine des
mauvaises odeurs.
Amélioration de la conservation des aliments.

Les NPsAg sont mélangées
au plastique.

Lave-linge.

Meilleure désinfection du linge

Libération d’ions Agt.

Réservoirs d’aspirateurs sans
sac.

Lutte contre les bactéries a 1’origine des
mauvaises odeurs.

Fers a  friser, rasoirs,

tondeuses a cheveux

Limitation de la prolifération de germesentre
les clients.

Utilisation professionnelle.

Filtres de systeme de
traitement de I’air.

Lutte contre les micro-organismes & 1’origine
des mauvaises odeurs émisesau cours du
fonctionnement.

Procédé disponible pour

les habitations, les
véhicules, les salles
d’opération et pour
certains batiments

accueillant du public.

Traitement de I’eau.

Amélioration de la qualité du traitement dles
NPsAg sont supportées sur des fibres de
charbon actif

Limitation de 1’apparition d’un biofilm sur les
parois des canalisations.

Electronique  (plastiques
des claviers, des souris
informatiques, des
téléphones...)

Limitation de la prolifération de germessur les
surfaces.

Les NPsAg sont mélangées
au plastique.

Peintures et vernis

Lutte contre les champignons et moisissures.

Barres de maintien dans les
métros en Asie.

Limitation de la prolifération de germes ddes
contaminations entre passagers.

Encres. Impression de structures conductrices. Les encres sont utilisées
dans les circuitsimprimés,
les panneaux
photovoltaiques.

Filtres optiques. Création de filtres optiques spécifiques. Amélioration des

caractéristiques.
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1.2.2.5. Propriétés des nanoparticules d’argent

Les nanoparticules métalliques (NPs-Me) qui ont une surface spécifique élevée et une forte
proportion d’atomes de surface, ont fait 1’objet d’études approfondies en raison de leurs
caracteristiques physicochimiques uniques, notamment leur activité catalytique, leurs
propriétés optiques, leurs propriétés électroniques, leur activité antimicrobienne et leurs
propriétés magnétiques (Abbasi et al., 2016) qui ne sont pas présentes dans I’argent en vrac et
qui sont censées avoir un grand potentiel pour des applications médicales (Wijnhoven et al.,
2009).

Il y a un intérét croissant pour I'utilisation des propriétés optiques des NPSAg comme
composante fonctionnelle dans divers produits et capteurs. Les NPsAg sont extraordinairement
efficaces pour absorber et disperser la lumiére.

Quand les NPs sont en solution, les molécules s’associent a la surface des NPs pour établir
une double couche de charge qui stabilise les particules et empéche 1’agrégation.

Les composes d’Ag se sont révélés efficaces contre les bactéries aerobies et anaérobies en
précipitant les proteines cellulaires bactériennes et en bloquant la chaine respiratoire
microbienne. Avant ’avénement des NPSAQ, le nitrate d’argent (AgNO3) était un agent
antibactérien efficace utilisé cliniquement.

Parmi les mécanismes d’action possibles :

1- Meilleur contact avec 1’échelle nanométrique du micro-organisme, I’Ag a fourni une trées
grande surface de contact avec les bactéries. Les NPs se fixent a la membrane cellulaire et
pénetrent également a I’intérieur des bactéries.

2- La mort cellulaire bactérienne peut étre provoquée par I’Ag (NPs ou Ag") qui attaque la

chaine respiratoire des mitochondries (Wijnhoven et al., 2009).
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1.3. Activités biologiques

1.3.1. Activité antibactérienne

Les infections bactériennes sont causées par différents microorganismes et sont la cause des
maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues dans le monde. De nombreux
antibiotiques sont développés pour les traiter, mais leur utilisation abusive est a l'origine de
I'apparition de la multi-résistance bactérienne (ABDALLAH et al., 2019). La résistance aux
médicaments impose l'administration de fortes doses d'antibiotiques, générant souvent une
toxicité intolérable. Cela a incité le développement de stratégies alternatives pour traiter les
maladies bactériennes. Parmi eux, les matériaux a I'échelle nanométrique ont émergé en tant
gue nouveaux agents antimicrobiens (Hajipour et al., 2012). En microbiologie, les NPs ont
trouvé également leurs applications dans 1’amélioration des antibiotiques vis-a-vis le
phénoméne de la résistance. Des études récentes ont montré que des constituants des NPs
comme I’Ag, I’oxyde de zinc (ZnO), I’oxyde de cuivre (CuO) et I’oxyde ferrique (Fe203) ont
des propriétés antibactériennes en particulier contre les bactéries Gram positif comme le
Staphylococcus aureus et le Bacillus subtilis et contre les bactéries Gram négatif comme le
Pseudomonas aeruginosa et I’Escherichia coli (Tableau VII) (Lemaoui et al., 2017).

Parmi les NPs-Me, les NPsAg ont été largement utilisees comme agent antimicrobien
efficace contre les bactéries, les champignons et les virus. Bien que le mécanisme d’action des
NPsAg n’est pas encore clair, les NPSAg de petit diamétre ont un effet antimicrobien supérieur
a ceux de plus grand diametre. De plus, I’activité antibactérienne des NPsAg dépasse celle de
leurs équivalents en vrac. L’Ag comme d’autres traitements non antibiotiques, a été presque
abandonné lorsque la pénicilline et plus tard d’autres antibiotiques ont été découverts. Mais
aujourd’hui, avec 1I’émergence de souches résistantes aux antibiotiques, elle suscite un intérét
nouveau. Cependant, plusieurs points de controverse restent a resoudre.

De plus, les mécanismes bactéricides des NPsSAg ne sont pas completement compris. Chez
E. coli, en tant que représentant des bactéries Gram négatives, les NPsAg détruisent la paroi
cellulaire de la bactérie « Destruction physique », bloquent les enzymes respiratoires des
bactéries, les aidants a assurer leur activité vitale, ce qui entraine la perte de leur activité
biologique et donc la mort du microorganisme. L’interaction des NPSAg avec un micro-
organisme perturbe le mécanisme de division cellulaire et de réplication de I’ ADN. Finalement,
il a été suggéré que les NPsAg sont photocatalytique et peut induire les dérivés réactifs de
I'oxygene (Reactive oxygen species ou ROS), une observation qui a été contredite par d’autres

démontrant que, au moins dans les cellules eucaryotes, cet effet dépend du type cellulaire. Donc
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les NPs ne tuent pas les bactéries, mais contribuent a leur mort lente et réduisent leur capacité

de reproduction, créant ainsi un environnement qui empéche les agents pathogénes de survivre

et de se reproduire (Fig.8).

Les NPsAg ont également des effets antibactériens synergiques sur les bactéries Gram

positives et Gram négatives lorsqu’il est administré en association avec des antibiotiques.

Cependant, malgré les controverses et les débats en cours, les NPSAg sont peut-étre les

NP-Me antibactériennes les plus prometteuses (Beyth et al., 2015).

Tableau VII : Les souches bactériennes étudiées.

Diagnostic

Famille Bactéries Habitat Pouvoir pathogéne Bactériologique Réf
S. aureus Chez I’Homme porteur | Infection nosocomiale. | Prélevement des liquides
sain  ou malade au | Intoxication biologiques.
niveau des  fosses | alimentaires. Isolement et | (SOMIPEV,
nasales, intestin, la peau | Résistance aux | identification directs de la | 2017)
ou des annexes | antibiotiques. bactérie.
glandulaires.
B. subtilis S'adapter a de | Pathologies -Le diagnostic direct
,02) nombreux Inflammatoires (Otite, | consiste en la mise en
'§ environnements Méningite, évidence de la bactérie
g’ (milieux terrestres, | Septicémie). elle-méme apres culture
o milieux aquatiques, et isolement permettant
© flore intestinale). son identification. (BOUHAIRI,
-Le diagnostic indirect 2017)
consiste en la mise en
évidence de la réponse
de I'organisme a
I'infection par la présence
d'anticorps spécifiques.
E.coli La microflore digestive | Affections variées Serotypes.
de I’Homme et de la allant d’une simple
plupart des animaux & | diarrhée a des (Tronnet, 2017)
02) sang chaud. infections systémiques
j% séveres voire mortelles.
; P.aeruginosa | Les habitats aquatiques, | Multiples  infections | Isolement et
o les surfaces animées [ chez I'Homme qui | identification.
© des plantes, des | varient de Cultures quantitatives. (lockgether,
animaux et des | locales a systémiques et 2017)

humains.

de bénignes a mortelles.
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- Replication d’'ADN

Destruction physique

Fig.8: Schéma explicatif du mécanisme d'action des NPs contre les souches bactériennes.
1.3.2. Activité anti inflammatoire

L’inflammation est simplement le mécanisme de défense de I’organisme en répondant a des
stimuli pour réparer et guérir tout signe de cellules ou de tissus endommagés. C’est pourquoi
I’inflammation est un élément important de la réponse physiologique du systéme immunitaire,
sans laquelle les infections et les lésions pourraient devenir mortelles (Elsayed et Norredin,
2019). Le traitement de ces troubles inflammatoires doit s’appuyer sur les cibles présentes dans
les tissus malades. Pour obtenir 1’effet thérapeutique désiré sur les cellules inflammatoires, il
faut des doses élevees de médicaments qui peuvent parfois induire des effets indésirables sur
les tissus sains. La recherche de nouveaux agents anti-inflammatoires devient populaire dans le
but d’obtenir une plus grande sécurité, une meilleure efficacité et un moyen plus économique
de traiter I’inflammation.

Grace aux progres de la nanotechnologie, les NPs formulées avec une biodisponibilité et
des taux de libération améliorés peuvent potentiellement étre un agent anti-inflammatoire qui
réduit les doses requises tout en augmentant la sécurité et en réduisant les effets secondaires
(Elsayed et Norredin, 2019). Les NPsAg sont présentes dans de nombreux objets de la vie
quotidienne, elles améliorent la tolérance lors de la mise en place de prothéses osseuses et
permettraient de lutter contre certaines maladies inflammatoires. Elles pourraient aussi entrer
dans la composition de traitements anti-inflammatoires et de ceux de maladies immunologigques

de type allergique (Chauvel, 2018).
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1.3.3. Activité antioxydante

Le phénomeéne du stress oxydatif représente 1’état ou 1’équilibre entre la défense
antioxydante de la cellule et des molécules pro-oxydantes est perturbé par ’effet de 1’excés de
ces derniéres. 1l est induit par de nombreux facteurs (BEDLOVICOVA et al., 2020). Par
définition, D’activité antioxydante est la capacité d’un composé a inhiber la dégradation
oxydative (peroxydation lipidique) (Roginsky, 2005). Un antioxydant agit en arrétant
I’oxydation en neutralisant les radicaux libres produits. Afin de neutraliser les radicaux libres,
I’antioxydant lui-méme subit une oxydation. Cette activité antioxydante peut étre due aux
constituants présents dans I’extrait végétal et présents sur la surface métallique (Mittal et al.,
2012). Donc, les propriétés antioxydantes des nanoparticules d’argent dépendent de la
composition chimique de I’extrait et il s’améliore habituellement avec 1’augmentation de la
concentration d’AgNPs. Si I’extrait est riche en composés phénoliques et en flavonoides, les

nanoparticules montrent une activité de piquage élevée (BEDLOVICOVA et al., 2020).
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I1. Matériel et Méthodes

11.1. Matériel
1.1.1. Matériel VVégeétal
La récolte des parties aériennes de Marrubium vulgare a été effectuée durant le mois de
mars 2021 dans la commune de Bourached a 18 Km de la willaya d’Ain Defla dans le nord-
ouest de I’Algérie. L’identification de la plante est basée sur les clés de détermination de Quezel
et Santa et Bonnie. La plante a été choisie grace a sa disponibilité dans la région et ses propriétés

medicinales, en arabe la plante est connue sous le nom de Meriwta (Fig.9).

Fig.9 : Photo réelle de la plante étudiée Marrubium vulgare (Haratym et al.,2017)
11.2.2. Matériel microbiologique
Les souches bactériennes qui ont été utilisees durant cette étude sont les suivantes :
Staphylococcus aureus (ATCC19095), Bacillus subtilis (ATCC633), Escherichia coli
(ATCC8739) et Pseudomonas aeruginosa (CNRISPA PS20).

11.2.3. Matériel non biologique

Tous les produits chimiques et les réactifs utilisés dans cette étude sont de qualité analytique.

11.2. Méthodes

11.2.1. Préparation de la plante
A T’état frais, les parties collectées ont été débarrassées de tous débris et lavées de la
poussicre avec de 1’eau. Le matériel végétal a été mis a sécher a I’ombre pendant 15 jours a 20-
25°C, puis broyé a I’aide d’un broyeur électronique jusqu’a I’obtention d’une poudre fine
(Fig.10). La poudre par la suite a été conservée dans une boite en verre couverte par un papier

aluminium (a I’abri de la lumicre).
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Fig.10 : Marrubium vulgare sous forme d’une poudre

11.2.2. Préparation d’extrait hydroéthanolique du Marrubium vulgare
L’extraction a éte réalisée par la méthode de macération a 1’obscurité. 100 ml de I’éthanol
70° ont été ajouté a 10 g de poudre de Marrubium vulgare, et ensuite placés sous agitation
douce et continue pendant 72h a température ambiante (Annexe 02). Ces conditions assurent
une macération homogene et une bonne imprégnation du matériel végétal dans 1’alcool.
Le mélange a été filtré sous-vide par un dispositif de filtration a 1’aide de papier Whatman
(Annexe). Afin de préparer ’extrait a I’étape de la lyophilisation (Annexe 02), I’éthanol a été

éliminé par évaporateur rotatif et I’extrait obtenu a été mis dans un flacon gradué (Annexe 02).

11.2.3. Dosage biochimique des composés phénoliques dans IPextrait

hydroéthanolique du Marrubium vulgare

11.2.3.1. Dosage des polyphenols

L’identification et la quantification des composés phénoliques ont été effectuées selon le
protocole de Singleton et Rossi (1965) avec quelque modification en utilisant le réactif folin-
ciocalteu.

1 mL d’une solution de Folin-Ciocalteu (diluée 10 fois) est ajouté a 200 pL de I’extrait.
4 minutes aprés, 800 uL d’une solution de carbonate de sodium (7,5 %) sont ajoutés au mélange.
Aprés 2 h d’incubation a ’obscurité et a température ambiante, I’absorbance est mesurée a
I’aide d’un spectrophotométre a une longueur d’onde de 760 nm. Une gamme étalon est
préparée dans les mémes conditions avec de I’acide gallique a différentes concentrations pour
I’établissement d’une courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en milligramme
d’équivalent d’acide gallique par millilitre par milligramme d’extrait sec. Le Protocol suivie

pour déterminer le taux des polyphénols est résumé dans la figure suivante (Fig.11).
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Fig.11 : Protocole de dosage des polyphénols totaux dans l'extrait hydroéthanolique de
Marrubium vulgare. A : Protocol de solution d’étalonnage ; B : Protocol de dosage des
polyphénols totaux dans I’extrait.

Na,COs3: Carbonate de Sodium
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11.2.3.2. Dosage des Flavonoides

La teneur en flavonoides des différents extraits est déterminée par la méthode du chloride

d’Aluminum (AICIs) selon le protocole décrit par Bahorun et al (1996).

0.5 mL de la solution AICIs (2 %) est ajouté a 0.5 mL de I’extrait hydroéthanolique de M.

vulgare. Aprées 10 minutes d’incubation a I’obscurité, I’absorbance est mesurée contre un blanc

a une longueur d’onde de 430 nm. La quercétine a différentes concentrations est utilisée dans

les mémes conditions que les échantillons pour la préparation d’une courbe d’étalonnage. Les

résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par millilitre par

milligramme d’extrait sec (Fig.12).

AICI, Dillution 1/2

A J S

T ] 0 ] 1 i 1
Querceting Cs

Ca Cy Cy Cs Ce
Incubation
@ 10 mn
1 430 nm
AICI, Dillution 1/2
" /_-\:l
U I Y I T ] |
ewait B (Cqf |Gy iG] Csf \Cs| Icef

Incubation
@‘mmn
B ‘ 430 m

Fig.12 : Protocole de dosage des flavonoides totaux dans I'extrait hydroéthanolique de

Marrubium vulgare. A : Protocol de solution d’étalonnage ; B : Protocol de dosage des

flavonoides dans 1’extrait.
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11.2.4. Biosynthese et caractérisation des nanoparticules d’argent

11.2.4.1. Préparation des Nanoparticules d’argent
Une solution aqueuse d’AgNOs a été préparée et utilisée pour la synthése des NPsAg. 40ml
d’extrait alcoolique des feuilles de Marrubium vulgare ont été ajoutés aux 160ml de la solution
aqueuse d”’AgNOs pour la réduction en Ag™. La préparation a été laissée sous agitation continue
pendant 24h a température ambiante et a I’obscurité.
L’extrait hydro-alcoolique a été centrifugé a 4000 rpm et a 4°C pendant 15 minutes (Annexe
02), puis lavé avec de ’eau distillée (Fig.13).

|

w!

pa—

Apres 24h Eliminerle surnageant
I sous
agitation

Solution dAgNO3

Extrait aqueux

LavageX 1 NPsAg

Fig.13 : Protocol de biosynthése des NPsAg a base d'extrait de Marrubium vulgare.

11.2.4.2. Caractérisation des nanoparticules d’argent
I. Etude des propriétés optiques des nanoparticules d’argent
La formation des NPsAg a éeté Vvérifiee a l'aide d'un spectrophotometre UV-Visible
SPECROD®210 (Fig.14). Cette technique est la plus largement utilisée pour caractériser les
NPs-Me en surveillant leur stabilité et leur synthése. Les NPsAg synthétisés ont été placés dans
un porte objet et insérés dans un spectrophotometre UV-Vis, un balayage spectral a été réalisé
entre 200 et 900 nm.
I1. Microscopie électronique a balayage (MEB)
Dans le cas du MEB, le faisceau d’¢lectrons est une sonde mobile qui permet de balayer la
surface d’un échantillon afin d’en obtenir une image ou de réaliser des mesures quantitatives

sur la composition chimique de 1’échantillon (FABRY, 2008).
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11.2.5. Activité antibactérienne
L’activit¢ antibactérienne a été évaluée in vitro sur des souches bactériennes
de référence. Ces bactéries ont été conservées, et avant chaque utilisation, ont été pré-incubé
sur des milieux de culture adéquats (& 37°C pendant 18-24h) (Annexe 02). Nous avons testé
plusieurs méthodes d’évaluation de l'activité antibactérienne et nous avons opté a la méthode
des puits celle qui a donné les meilleurs résultats.

Les suspensions bactériennes ont été préparées en ajoutant quelques colonies
bactériennes au bouillon nutritif stérile jusqu’a 1’obtention d’une suspension a une absorbance
entre 0,08 et 0,13 a 625 nm (Jehl et Cattoen, 2016). Un ensemencement par écouvillonnage,
en tournant a chaque fois la boite (d’environ 60°), de telle sorte a assurer une distribution
homogene de ces suspensions bactériennes, a été effectué sur des boites de Pétri préalablement
coulée avec une gélose Mueller-Hinton. A 1’aide d’une pipette Pasteur stérile, des puits de 6
mm de diameétres ont été introduits dans la gélose.

Les puits ont eté rempli par des doses differentes de NPsAg (2 ;1;0,5;0,25; 0,125 et
0,0625 mg/ml). La Gentamicine (Genta) 10 pg/disque a été utilisee comme un contrdle positif.
Aprés 24 heures d’incubation a 37°, le diametre de la zone d'inhibition autour des puits a été
mesuré et la sensibilité des souches a été déterminée par comparaison aux valeurs mentionnées
dans le Tableau VIII.

Tableau VIII : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition
(PONCE et al., 2003).
Sensibilité Zone d’inhibition
Non sensible ou résistante (-) diametre < 8mm
Sensible (+) diametre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) diametre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) diametre > 20 mm
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I11. Résultats et Discussions
1.1 Evaluation du rendement de ’extraction

L’extraction éthanolique du Marrubium vulgare était indispensable afin d’avoir un
rendement suffisant pour la biosynthese des NPs.
Le rapport de la masse de la substance végétale extraite sur la quantité de la poudre végétale

utilisée est défini comme étant le rendement (R) de I’extraction, exprimé en pourcentage (%).

Masse de la substance extraite
Rendement (R%) = — x 100%
Masse de la poudre végétale

L’extrait hydroéthanolique des feuilles du Marrubium vulgare montre un rendement de
7,53% ce qui est supérieur a celui de Djahara (2014) qui est de 5,9%. Cette différence pourrait
avoir plusieurs explications plausibles a I’instar de la période de récolte, les parties de la plante
utilisées, la technique d’extraction employée...etc.

Une étude parue dans le Journal Algérien des produits naturels en 2014, a montré que
I'extrait aqueux lyophilisé avait le rendement le plus élevé de 12,98 %, suivi par l'extrait
méthanolique avec un rendement de 10,9% et la plus faible valeur de rendement obtenue est
celle de I’extraction par 1’éther de pétrole avec un rendement avoisinant les 2,1% . Cela peut
étre d0 a la nature des solvants polaires et apolaires, vu que les solvants polaires comme
1’éthanol ont la capacité de franchir la matrice végétale et de récupérer une grande quantité des
métabolites contrairement aux solvants apolaires hydrophobes qui ne peuvent pas traverser le
tissu végétal.

11.2. Dosage biochimique des composés phénoliques

1.2. 1. Dosage de phénols totaux

Les concentrations moyennes en phénols totaux dans 1’extrait hydroéthanolique des feuilles
du Marrubium vulgare sont calculées a partir de 1’équation de régression de la gamme
d’étalonnage établie avec 1’acide galique en prenant les valeurs inferieur a 0,15 (1’équation
standard de la courbe y= 10,153x-0,0083 ; Rz = 0,9969) (Annexe 01). La valeur moyenne des
concentrations en phénols totaux dans I’extrait hydroéthanolique des feuilles du Marrubium
vulgare est de 0,013 mg d'AG/ml/mg d'extrait sec + 0,002. Les résultats obtenus par Djahara
(2014) montrent que les feuilles de cette espece contiennent une teneur de 1’ordre de 0,001708

(mg d’AG/ml d’extrait/mg d’extrait).
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1.2. 2. Dosage des flavonoides

La quantité en flavonoide dans I’extrait du Marrubium vulgare est déterminée a I’aide de
I’équation de régression établis a partir de la courbe d’étalonnage réalisée avec la quercétine en
prenant les valeurs inferieur a 0,15, dans une gamme de concentrations allant de 0 a 0,55 mg/ml
(I’équation standard de la courbe y= 2,0316x+0,0423 ; R2 = 0,9927) (Annexe 01). La valeur
moyenne des concentrations en flavonoide dans I’extrait hydroéthanolique des feuilles du
Marrubium vulgare est de 0.0649 mg de quercétine/ml/mg d'extrait sec + 0,0115.

La composition biochimique de 1’extrait hydroéthanolique des feuilles du Marrubium
vulgare a été déterminée par une méthode colorimétrique. Chew et al., (2011), ont rapporté que
la température de I’extraction a un effet significatif (p < 0,05) sur la teneur en composés
phénoliques. L’étude phytochimique réalisée par Djahara (2014) et Azi et al., (2014) assurent
que I’extrait hydroéthanolique des feuilles du Marrubium vulgare renferme des flavonoides.

Les résultats de Bouterfas Karim et ses collaborateurs ont montré que la période de récolte
ne change pas le fait que I’extrait hydro-alcoolique des feuilles seches soit plus riche en

polyphénols totaux et flavonoides.

11.3. Evaluation de la biosynthése des nanoparticules d’argent et leur
caractérisation
1.3. 1. Evaluation visuelle de la biosynthese des nanoparticules d’argent
La biosynthese des NPSAQ a été réalisée avec succes. Une solution jaunatre a éteé observée
aprés 1’ajout de I’extrait hydroéthanolique a la solution d’AgNOs3. La couleur a viré par la suite
au brun foncé. Cette variation de couleur a été considérée comme le premier indice d’une
biosyntheése réussie des NPsAg ce qui est déja démontré dans le travail de Khattak et al., 2019
et Shankar et al., 2003 (Fig.14). Selon le travail de Shabir Ahmad et al., (2019) les plantes ont
été utilisées souvent dans la biosynthése des NPs. Ceci est di au fait que les composés
phytochimiques présents dans les plantes montrent une réduction et une stabilisation plus
grandes. Les résultats indiquent la présence de polyphénols, de flavonoides, d’alcaloides, de
terpénoides, d’hydrates de carbone et de stéroides. Les composés phénoliques semblent étre les

incriminés essentiels dans la réduction de 1’AgNOs en NPSAg.
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Fig.14 : Observation visuelle du changement de couleur apres 24h a l'obscurité.

11.3.2. Evaluation des propriétés optiques des nanoparticules d’argent
Les électrons libres qui se trouvent au niveau des NPs-Me, produisent une bande

d'absorption de résonance plasmonique de surface (SPR), en raison de la vibration mutuelle des
électrons des NPs-Me en résonance avec I'onde lumineuse. Les apparitions des pics montrent
les caractéristiques de SPR des NPsAg (ANANDALAKSHMI et al., 2016).

Ces vibrations sont spécifiées par la taille et la forme des particules d’Ag. Par conséquent,
la spectroscopie UV-VIS peut étre utilisée comme technique de caractérisation qui fournit des
informations sur la taille et la forme des particules d’Ag. Les petites spheres d’Ag (10-50 nm)
ont généralement un petit pic d'absorbance proche d'un max de 400 nm, tandis que les sphéres
plus grandes (100-220 nm) donnent un pic plus large avec un max qui se déplace vers des
longueurs d'onde plus longues, proches de 500 nm (DE LEERSNYDER et al., 2020).
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L'analyse spectrophotométrique UV-Vis est utilisée pour suivre et confirmer la formation
de NPsAg. Comme expliqué auparavant, des petites NPsSAg donnent une bande de SPR étendue
dans la gamme de longueur d’onde de 300-900 nm avec un pic positionné autour de 420 nm
(Fig.15). La caractérisation faite par Muniyappan et al.,(2014) a démontré que la synthese des
NPsAg a été confirmée en mesurant les spectres UV-Vis qui est considérée comme une
technique trés utile pour analyser la formation des NPs et la stabilité des NPs-Me entre 250 et
800 nm. L’absorbance maximale (Amax) détectée par I’auteur est d’environ 439 nm qui est

similaire a notre résultat.
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Fig.15 : Spectres d’absorbance obtenus par balayage spectral au moyen d’un
spectrophotometre.

De Leersnyder et al., (2020) ont prouvé que les NPs avec une absorbance de 400 nm sont
de tailles variables allant de 10 a 50 nm et les NPs avec une absorbance de 500 nm sont de taille
entre 100 et 200nm, a la lumiére de ces résultats et ceux obtenus dans notre étude, nous
concluons que la taille des NPsAg biosynthetisées a partir de I’extrait hydroéthanolique du

Marrubium vulgare peut étre de 10-100nm.

11.3. 3. Evaluation de la morphologie des nanoparticules d’argent par

microscopie électronique a balayage

L'analyse par MEB des NPsAg a révelé la morphologie des NPs (Fig.16). Les NPs
apparaissent agrégées et ont des formes sphériques. La formation des NPsAg métalliques a été
confirmée par ces résultats. Dk et al., 2020 ont signalé que les NPsAg synthétisées a partir

d’extrait de plantes, évaluées par MEB sont de forme sphérique créant des assemblages.
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Fig.16 : Images par microscope ¢€lectronique a balayage des nanoparticules d’argent
biosynthétisées a partir d’extrait d’une plante a différents grossissements

(x30000 ; x40000).

I11.4.  Evaluation de Dactivité antibactérienne des nanoparticules

d’argent

Le test de sensibilité bactérienne vis-a-vis des quatre antibiotiques testés nous a montré que
les quatre souches étudiées sont sensibles a la Genta. Pour cela elle a été choisie comme un
contrdle positif dans le test d’activité antibactérienne des NPsAg (Annexe 02).

L'effet antibactérien des NPsAg contre les bactéries gram-positives, y compris S. aureus et
B. subtilis, et les bactéries gram-négatives, y compris E. coli et P. aeruginosa, a été étudiée par
la méthode des puits. Les NPsAg biosynthétisées en utilisant I’extrait de Marrubium vulgare
ont eu des effets antibactériens différents caractérisés par les diametres de la zone d’inhibition
de la croissance de ces souches. L’apparition d'une zone d'inhibition autour des puits confirme
I'effet antibactérien des NPsAg biosynthétisées.

Parmi les souches a gram négatifs, E. coli a une meilleure sensibilité avec des zones
d’inhibition entre 19,00 et 11,00 mm a des concentrations des NPsAg entre 2,00 et 0,0625
mg/ml respectivement, alors que, P. aeruginosa a donné des zones d’inhibition entre 16,00 et
09,00 mm pour les concentrations précédentes respectivement.

En outre, les souches a gram positifs ont donné des zones d’inhibition entre 16,00 et 3,00
mm pour B. subtilis avec les mémes concentrations des NPsAg respectivement (Fig.18) et entre
11,00 et 9,00 mm pour S. aureus avec des concentrations des NPsAg 1 et 0,5 mg/ml

respectivement.
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Il ressort de notre étude qu’avec une augmentation de la concentration des NPSAQ
biosynthetisées, la zone d’inhibition a été augmentée contre toutes les souches bactériennes
testées. Toutefois, la concentration au-dessus de 0,125 mg/ml a montré soit une zone a faible
diametre ou aucun diamétre (Fig.17).

Selon I’é¢tude de Khodadadi (2021), les résultats de l'activité antibactérienne de 1’extrait
aqueux de Vaccinium arctostaphylos et ses NPsAg synthétisées ont montré que les NPs dans
les concentrations utilisées avaient des effets antibactériens plus forts que I'extrait lui-méme.

Plusieurs études menées sur I’activité antibactérienne des NPSAg biosynthétisées ont
montré une activité antibactérienne significative contre P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis et
E. coli (Tran et al., 2013 ;Das et al., 2019). Il a été rapporté par Singh et al. en 2008, que I’effet
antibactérien était plus prononcé contre les bactéries & Gram négatif que contre les bactéries a
Gram positif.

Toutefois, les résultats de I’étude de Tran et al., (2013) et ceux obtenus dans notre étude a
clairement indiqué que les NPsAg synthétisées avaient une action antibactérienne contre les
microorganismes Gram positif et Gram négatif. Cependant, le mécanisme détaillé de I’effet
antibactérien des NPsAg n’est pas encore clair, il doit faire 1’objet d’études plus poussées.

En général, le mécanisme de l'activité antibactérienne des NPsAg est lié a leur capacité a
traverser les membranes cellulaires et a la facon dont elles affectent les composants cellulaires
tels que I'ADN, les protéines et autres, qui perturbent finalement la replication de 'ADN et
l'activité des protéines et des enzymes bactériennes, conduisant a la mort bactérienne
(Khodadadi et al., 2021).
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Variation de diametre des zones d'inhibition
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0

0,25 0,125 0,0625 Genta

m E.coli 19 15,33 14,3 12,6 10 11 26
= S.aureus 10 11 9 9,5 0 0 19
B.subtilis 16 16 14,6 11 6,6 3 31
P.aeruginosa 16 17 15,5 14,5 12,5 9 15

mE.coli ®mS.aureus = B.subtilis = P.aeruginosa

Fig.17 : Histogrammes et tableau des zones d’inhibition des NPSAg.
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Fig.18 : Observation réelle des résultats de I’activité antibactérienne de la méthode des puits
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Conclusion

L’objectif principal de ce travail est d’utiliser une plante ; de la richesse naturelle
Algérienne ; dans une nouvelle voie de synthése de NPsAg respectueuse de I’environnement et
de I’économie en vue de remplacer I'utilisation des réducteurs chimiques.

La macération des feuilles du Marrubium vulgare nous a permis d’obtenir un bon
rendement en termes d’extrait brut sec (7,53%). La présence de deux groupes de composés
polyphénoliques appartenant a des familles potentiellement actives, les flavonoides et les
phénols totaux pourrait justifier I’utilisation massive de cette plante en médecine traditionnelle.

Les methodes de biosynthése des NPs offrent une nouvelle possibilité pour synthétiser
facilement des NPs en utilisant des agents réducteurs et stabilisants naturels (les extraits de
feuilles végétales). Par conséquent, aucun réactif chimique n’est requis dans cette méthode, ce
qui rend le procédé écologique et peut étre facilement utilisé pour des applications cosmétiques
et pharmaceutiques. Le changement de couleur observé apres I’interaction du sel avec I’agent
réducteur est le premier signe de la formation des NPs, la plupart des particules produites sont
de forme sphérique et absorbent a une longueur d’onde de 420 nm. La présente étude a montré
I’efficacité de I’utilisation de I’extrait hydroéthanolique des feuilles de Marrubium vulgare
comme une bonne source en agents réducteurs pour la synthese verte des NPsAQ.

Les NPsAg ont suscité un intérét considerable en raison de leurs propriétés uniques et de
leur applicabilité prouvée dans divers domaines tels que la médecine, la catalyse, I'ingénierie
textile, la biotechnologie, la nanobiotechnologie, les sciences de la bio-ingénierie,
I'électronique, l'optique et le traitement de I'eau. Ces NPs ont des effets inhibiteurs significatifs
contre les agents pathogénes bactériens et sont largement utilisées comme agents antibactériens,
ce qui est confirmé dans notre étude sur E. coli, S. aureus, B. subtilis et P. aeruginosa avec des
zones d’inhibition significatives.

En perspectives certains points restent a approfondir, il serait donc intéressant de compléter
cette étude par :

e Unprofil de DRX afin de montrer I'information structurale et la nature cristalline des NPsSAg
synthétisées.

e [l est également souhaitable d’étendre I’étude antimicrobienne a d’autres micro-
organismes.

e L’étude des activités anti-inflammatoire et antioxydante des NPsAg biosynthétisées.
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Conclusion

e Réalisation d’une application a I’échelle médicale afin de mener au bien étre de 'Homme
et tiré profit de toutes les caractéristiques bénéfiques des nanoparticules d’Ag dans les

divers domaines.
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Annexe 01
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Fig.1 : Courbe d’étalonnage établie avec ’acide galique.
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Fig.2 : Courbe d’étalonnage établie avec la quercétine.
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Annexe 02

Fig.1 : Photo réel d’un Agitateur magnétique

Fig.2: Photo réel de Dispositifs de filtration
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Fig.3: Photo réel de Lyophilisateur

Fig.4: Photographie des flacons d'extrait lyophilisé
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Fig.5: Photographie de centrifugeuse MR23i

Fig.6: Repiquage solide-solide

Fig.7: Résultats de la sensibilité aux antibiotiques
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