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Glossaire

Agglomér ation : agrégation, regroupement.

Akeéne: est un fruit sec dont la graine n’est pas soudé a son enveloppe a la
différence des gousses, |’ akéne ne s ouvre pas pour se vider de son contenu.
Antioxydant : prévient |’ oxydation et de |’ altération des substances.

Biocide: sont des substances chimique ou les microorganismes exercent une
action sur ou contre les organismes nuisibles.

Colloides:: ¢ est des particules se trouvent suspendue dans un fluide.

L a coalescence: est un phénoméne par lequel deux substances identique mais
dispersées sous I'action de la tentions superficielle, de maniére a attendre un
minimum d’ énergie.

Plasmon de surface: est une oscillation de quantifiée de propagation des

ondes électromagnétiques des deux coté d’interface d’ un matériaul.
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Introduction

Les plantes médicinales sont alafois un produit fini destiné ala consommation et une
matiere premiére pour |’ obtention des substances bioactives qui sont a I’ origine de plusieurs
meédecines modernes gréce a leur richesse en métabolites secondaires, notamment en

composés phénoliques dotés de propriétés biol ogiques bénéfiques.

De nos jours, |I’émergence de la nanotechnologie, qui fait référence a la production a
I’ échelle nanométrique (1 a 100 nm) de matériaux ou de produits de tailles et de structures
contrélées, est la conséquence de |’ apparition de nouvelles propriétés physico-chimique plus
avantageuses et uniques qui différent largement des autres matériaux en raison de la faible
taille des charges. Ces performances ont contribué a des changements radicaux dans divers
domaines de latechnologie et de la science (Ramsden 2016).

Les produits végétaux trouvent une utilisation impérative dans la synthése des
nanoparticules (NPs). L'argent(Ag) est le métal de choix parmi les métaux nobles pour
des applications potentielles dans le domaine des systémes biologiques, de la matiére

organigue et de la médecine. (Zargar, Hamid et al. 2011)

Des méthodes biosynthétiques ont été étudiées pour la production des NPs d' Ag
apparue comme une approche prompte et simple de synthese, peu couteuse, respectueuse

de I’environnement et rentables (Zargar, Hamid et al. 2011).

Parmi les plantes a potentialités pharmacologiques importantes, Sonchus oleraceus et
Hedysarum coronarium qui sont largement répandues et utilisées en Algérie. Leur activités
biologique sont étroitement liée & leur richesse en substances actives, qu'elles renferment tels

gue les composés phénoliques.

Pour mieux comprendre I'intéré des substances bioactives de Soleraceus et H.
coronarium, il nous a paru utile d’ entreprendre ce présent travail qui porte sur la synthese de

nanoparticules d’ argent en utilisant les extraits de ces deux plantes.

Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :
= Extraction des principes actifs de deux plantes médicinales qui sont Sonchus oleraceus
et Hedysarum coronarium;
= Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux des deux extraits ;

= Biosynthese des nanoparticules d' argent a base d’ extraits de ces deux plantes ;

1
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Caractérisation des nanoparticules par la spectroscopie UV-Vis, la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), la spectroscopie de diffraction des rayons
X (DRX) ;

Evaluation de I’ effet anti-radicalaire de ces extraits et nanoparticules biosynthétisées
en utilisant un radical synthétique (DPPH") ;

Evaluation de |’ effet réducteur de fer de ces mémes échantillons;

Evauation de I|'activité antibactérienne des nanoparticules comparativement aux

extraits aqueux vis-aVvis de quatre souches de référence.
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Chapitrel
Présentation des plantes étudiées

|.1. Sonchus oleraceus
|.1.1. Etude botanique

La classification botanique de S. oleraceus est donnée dans le tableau N° | qui montre
gu’ elle appartient a la famille des Astéracées, une large famille des angiospermes, classeée la
deuxiéme plus grande aprés les Orchidacées. Cette famille comporte 1000 genres et 20000
espéces dans le monde entier, qui sont réparties en Afrique tropicale, occidentale et centrale.
Elle regroupe des arbustes, herbacées et surtout des herbes faciles a reconnaitre par |’allure
de leurs inflorescences. Ce sont des plantes annuelles ou biannuelles parfois grimpantes ou
irriguées, leurs feuilles sont alternes ou opposées souvent dentées. Les plantes de cette
famille sont hermaphrodites a un ovaire infere et leurs fruits sont des akenes (Letouzey 1982).

S oleraceus est une plante herbacée diploides (2n=32), spontanée, annuelle qui
atteigne 1,4 m de hauteur avec une tige simple ou ramifiée, des pétioles rugueux et épineux
qui sont collés a la tige principae, les feuilles sont dentées Iégerement piquantes sur les
contours. Les fruits sont des akenes |égerement aplatis rugueux qui atteignent 4 mm de long,
a Pappus blanc de 7-8 mm de long, €lle fleurit des fleurs jaunes peu nombreuses (Figure N°1)

de mai a septembre et les graines murissent en juillet (Grubben 2004).

Figure N°1 : Photographiede S. oleraceus.
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Tableau N°I : Classification botanique de S. oleraceus selon APG(Group 2009)

Regne Planta
Embranchement Spermaphyes
Sous embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédone
Sous classe Astéridées

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Sonchus

Espéces Sonchus Oleraceus

[.1.2. Répartition et dénomination

S oleraceus se rencontre fréquemment dans les terres cultivées du Nord Algérien, au
bord des routes et dans les terrains vagues. Elle a une large répartition geographique, elle
s étend sur le Nord-Africain (région méditerranéenne), I’ Asie tropicale et I’ Europe (Grubben

2004). Le nom de cette plante varié d’ un pays a un autre comme le montre le tableau N° I1.

Tableau N° |l : Différentes dénominations de S oleraceus

Nom L atin Sonchus oleraceus
Anglais Sow thistle
Francais Laiteron maraicher

Kabyle et arabe Tifaf, Tilfaf

[.1.3. Composition phytochimique

S. oleraceus est une source trés importante des métabolites secondaires, |’ étude
phytochimique montre la présence de plusieurs substances bioactives telle que les tannins
gui prédominent avec une teneur de 118,21 mg /g de poids sec. Des saponines, des phénols
totaux et des acaloides ont été également détectés. En revanche, le contenu en flavonoides n’est

pas considérable.
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Parmi les composés phénoliques identifiés le catéchol et I'acide férulique sont les plus
abondants avec des concentrations de 10,4 et 7,92 mg/mL, respectivement, tandis que les acides
caféique et p-coumarique sont moins abondants dont |es teneurs sont seulement de 0,014 et 0,02
mg/mL, respectivement. En outre, la catéchine, larutine et la quercétine sont les flavonoides
dominants avec des concentrations de 0,092; 1,52 et 1,40 mg/mL, respectivement dans cette
plante (Gomaa, Hassan et a. 2014). En plus des composés phénoliques, plusieurs minéraux
ont été quantifiés dans cette plante tels que le sodium (Na=2582 mg/kg), le potassium
(K=6225 mg/kg), le calcium (Ca=324mg/kg), le magnésium (Mg=759 mg/kg), le phosphore
(P=580), le fer (Fe=37,8), le cuivre(Cu=2,9), le zinc(Zn=7,7) et le manganese (Mn=12)

(Guil-Guerrero, Giménez-Gimeénez et al. 1998).

|.1.4. Effets thérapeutiques
S oleraceus est cultivée pour son intérét medicinal (Grubben 2004). Les jeunes

feuilles sont comestibles a I’ état cru ou cuit et ont des propriété antioxydantes (Xia, Yu et al.
2011) . Dans les cultures chinoises ils utilisent cette plante pour traiter les maladies
inflammatoires. D’autres études indiquent que cette plante a des effets bioactifs et utilisée
comme antibactérienne, anti-tumorale et antivieillissement (Torres-Gonzalez, Cienfuegos-
Pecinaet al. 2018).

|.2. Hedysarum coronarium
|.2.1. Etude botanique

D’ apres |a classification taxonomique (Tableau N° 111), H. coronarium fait partie de la
famille des Fabacées ou |égumineuses qui est classée la troisiéme apres les Astéracées et les
Orchidacées. Cette famille comporte 17000 especes répandues dans le monde entier ou la
forme arborescente prédomine dans les pays chauds et la forme herbacée dans les régions
tempérées. Les feuilles des plantes de cette famille sont aternes, composées imparipennées
stipulées et peuvent évoluer vers des feuilles simples ou composes-pennées, la foliole
terminale peut se transformer en vrille. Les fleurs sont groupées en grappes plus ou moins
allongées. Lefruit se présente sous forme de gousse ou légume (Dupont and Guignard 2007) .

H.coronarium est une plante herbacée diploide (2n=16), spontanée, annuelle
fourragere (Hamon 2001), allogame et faiblement autogame (Grimaldi 1961). C’est aussi une
plante rampante pouvant atteindre 1,5 m de longueur. Les feuilles sont pétiolées et se
composent de 7-15 paires de folioles ovales avec une foliole terminale.

5



Chapitrel
Présentation des plantes étudiées

Les tiges sont épaisses, simples ou ramifiées (Figure N°2), les fleurs mesurent 1,5-2
cm, pédonculés et la corole est généralement rouge vif. Les gousses sont droites, larges 4-
5mm (Quezel, Santaet a. 1962), les graines sont ovoides (Boussaid, Ben Fadhel et al. 1995).

Figure N°2 : Photographie de H. coronarium.

Tableau N° 111: Classification botanique d' H. coronarium selon APG (Group 2009)

Regne Planta
Embranchement Spermaphyte

Sous embranchement Angiosperme

Classe Dicotylédone

Sous classe Rosidées

Ordre Fabale

Famille Fabaceae

Genre Hédysarum

Espece Hedysarum Coronarium

[.2.2. Répartition et dénomination

H. coronarium se repartie sur le Nord Algérien et les régions méditerranéennes de
I’ Afrique du nord, I"Europe, I"’Amérique du nord a partir de I’Arizona jusgu’ au Canada
(Hamon 2001). Plusieurs dénominations sont attribuées a cette plante dans le monde entier

dont certaines sont données en tableau N°IV.
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Tableau N°IV : Différentes dénominations d’ H. coronarium

Nom Latin Hedysarum coronarium
Nom Anglais Italien sainfoin
Nom Francais Sainfoin d’ Espagne, Sainfoin d’ Italie,
Hedysarum a bouquet, Sulladu Nord
Nom Espagnole Esparcet d’ Espaina, Sulla
Nom Kabyle Tasulla
Nom arabe Sullatouidjeya

[.2.3. Composition phytochimique

Dans I’environnement méditerranéen Hedysarum coronarium montre une grande
variabilité dans la composition des tannins condensés et une haute valeur protéique qui varié
de 8 a 50 g/Kg de la matiere seche entiere (Min, Barry et a. 2003). Elle renferme aussi des
phénols et des flavonoides, des terpenes. Les sels minéraux identifiés et quantifiés sont le
potassium (K=30,3%), le cacium (Ca=23,1%), le phosphore (P=2,9%), le sodium
(Na=63,40%), le magnésium (Mg=3,45%), le manganése (Mn=32,40%), le cuivre
(Cu=11,9%) et le zinc (Zn=30,70%) (Arab, Haddi et a. 2009).

|.2.4. Effets thérapeutiques

H. coronarium est cultivée par plusieurs pays pour son intérét industrielle (Hamon
2001). Elle joue le réle d’ un agent antibactérien et antioxydants, elle est employés pour traiter
le diabéte, la diphtérie, le mal de téte, le rhumatisme, le cancer, (Bektag, Kaltalioglu et al.
2018). Elle est considérée comme laxatif, anti-hypercholesteramie et |utte contre la résistance

aux parasites gastro-intestinaux (Burlando, Pastorino et al. 2017).
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[1.1.Définition des nanoparticules
Les nanoparticules (NPs) sont des agrégats de petites molécules de taille
nanométrique (dimension entre 1 et 100 nm) constitués de quelques centaines a quelques
milliers d’ atomes. La taille nanométrique augmente la surface de contacts entre les matériaux,
ce qui leur confére une plus grande réactivité (Delay and Frimmel 2012).

L’argent (AQ) est le deuxieme éément du premier groupe secondaire (IB) du tableau
périodique, c’est un métal noble plus réactif que I’or. Ce métal, est exploité pour sa grande
résistance mécanique (Silver 2003). C'est un métal de transition mou, blanc, brillant
possédant diverses propriétés comme la conductivité électrique et thermique élevée et il est
utilisé sous plusieurs formes telles que colloides comme lotions. Il est intervenu en
médecine en tant qu’ agent thérapeutique contre les maladies infectieuses et les infections
chirurgicales. L’ argent a bien beaucoup d’ avantage que de facteurs de risque (Firdhouse and
Lditha2015).

Cest I'un des métaux les plus utilise pour la conception des nanoparticules. Les
nanoparticules d’ argent pouvant rassembler environ 20-15 000 atomes d’argent, ont montré
les mémes propriétés physico-chimiques et activités biologiques que I'argent, en plus des

propriétés uniques des nanoparticules (Wijnhoven, Peijnenburg et al. 2009).

[1.2. Propriétés des nanoparticules d’argent

a. Propriétésbiocidesdel’ argent

Depuis lafin des années 1990, I’ utilisation des nanoparticules d argent colloidal connait
un essor extrémement important en raison de leur réactivité élevée, et leur pouvoir alimiter la
propagation des infections, ainsi que |I'améioration de I'hygiéne quotidienne. Elles ont
également une capacité a libérer progressivement, et de maniére contrélée et durable, lesions
Ag" (Lok, Ho et al. 2007).

Les nanoparticules d argent sont couramment utilisées pour leurs propriétés bactéricides
dont leur état d’oxydation joue un grand réle. En effet, seules les nanoparticules d'Ag
contenant la forme oxydée sont toxiques au contraire des nanoparticules métalliques de degré
d’ oxydation nul. La toxicité augmente lorsque la taille des nanoparticules diminue ce qui est
directement corrélé avec une augmentation de la fraction d’ions Ag"™ adsorbée en surface des
particules (Lok, Ho et al. 2007).
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b. Propriétésphysiqueset chimiquesdel’argent
Les propriétés physiques de I'argent sont données en tableau V. Ses différents états
d’ oxydation sont : Ag®, Ag"™ Ag?*, Ag®" il se trouve sous forme de trace dans la nature, d’un
aspect brillant, de couleur blanc, et une forme malléable (Wijnhoven, Peijnenburg et al.
2009).

L’argent ionique, Ag*, forme des sels ou des complexes (ex. AQNOs, AgCl) solubles ou
insolubles par I’ association avec d’ autres €l éments organiques ou inorganigues (Luoma 2008)
et (Wijnhoven, Peijnenburg et al. 2009).

Tableau V : Propriétés physiques de |’ argent (Djeghboub 2010).

Numéro atomique-poids 47-107,87
Densité (g/cmd) 10,5

Rayon atomique (nm) 0,153
Résistivité électrique (nQcm) 1,59 (20°C)
Température defusion (K) 1235,43
Température ded’ébullition (K) 2485
Conductivité thermique (W m?1 K1) 429
Conductivité thermique (Sm™) 63 106
Electronégativité 1,93

c. Propriété désodorisante
Le nano-argent a des propriétés désodorisantes employées dans des réfrigérateurs pour
éliminer les mauvaises odeurs (Birla, Tiwari et a. 2009).

I1.3. Production des nanoparticules d’ar gents

[1.3.1. Sources des nanoparticulesd’ argents
Les nanoparticules d argents, sont des objets relativement fréquents produites soit a
partir du métal naturel, soit a partir del’argent ionique (Tolaymat, El Badawy et d. 2010). IIs
existent en effet différentes sources de production des nanoparticules d argent:
= Les sources naturelles de I’ argent est son extraction des gisements miniers contenant de
I’ argentite (Ag2S) ou en association avec d autres é éments sulfurés (ex. nickel, cuivre).
= Lessources accidentelles (feux de bois, gaz d’ échappement de véhicule, freinage,...),

» Sourcesindustrielles: ex. émissions et rgjets industriels.
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[1.3.2. Stabilisation des nanoparticules d’argent

Les agents stabilisants sont diversifiés, en plus de protéger les colloides de la
coalescence et de I'agglomération, ces agents chimiques définissent la solubilité des
nanoparticules et leur conferent une fonction a la surface. Dans la stabilisation des colloides
comme les nanoparticules, deux mécanismes distincts sont utilisés :

» La dtabilisation stérique: les dispersions stabilisées stériquement sont stables au
cisaillement dans une large gamme de tailles de particules. Elles peuvent floculer en
changeant la solvabilité du milieu ou par la désorption du stabilisant (Bajpai, Bajpai et al.
2013).

» La stabilisation éectrostatique : les particules peuvent aussi étre stabilisées par des forces
électrostatiques générées par l'ionisation de la surface de la particule entrainant
I’ apparition d une charge de surface et la formation d’ une double couche électrochimique.
Cette derniére est due a une répartition des ions prés de la surface différente de celles du
cceur de la solution (Sharma, Y ngard et al. 2009).

[1.3.3. Méthodes de synthese des nanoparticules d’ ar gent
a) Méthodes physiques
Les méthodes mécaniques, telles que I'homogénéisation et le broyage ont été utilisées
pour préparer des nanoparticules d'argent pour application antimicrobienne. Cependant, les
nanoparticules d'argent obtenues ont formé des agrégats et ont montré un mauvais effet
bactéricide et inhibiteur. Dans les procédés physiques récents, les nanoparticules d'argent sont
généralement synthétisees par évaporation-condensation (Simchi, Ahmadi et a. 2007).
b) M éthodes chimiques
Les méthodes chimiques de préparation de nanoparticules dargent incluent la
réduction chimique en solution aqueuse (Wang, An et a. 2012) (Li, Hong et a. 2010) ou
organique, (Gibbons and Getman 1914), la réduction éectrochimique (Cheng, Dong et al.
2002), la voie micellaire inverse (Zhang, Qiao et a. 2007), la réduction biochimique
(Narayanan and Sakthivel 2010) ...etc.
De par sa simplicité, la synthese de nanoparticules par réduction chimique est la
technique la plus utilisée pour former des solutions colloidales de nanoparticules métalliques
(Bulgakova and Bulgakov 2001) (Shannon, Mao et a. 1995). De plus, parmi toutes les

techniques de synthése, elle offre probablement le meilleur contréle de taille et de forme
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(Dupont, Caminat et al. 1995) (Vogel, Noack et a. 1999). Elle repose principalement sur
I’utilisation de trois composants, soit : un précurseur métallique, un agent réducteur et un
agent stabilisant (Simchi, Ahmadi et al. 2007).

¢) M éthodes biologiques
Les méhodes chimiques permettent la préparation des nanoparticules de taille
uniformes et contrdlables ; cependant elles emploient des solvants organiques présentant des
risques potentiels pour I’environnement (Nair, Sasidharan et al. 2009). En outre, la
réduction biologique est développée comme une méthode prometteuse en raison de ses
avantages particuliers tels que des sources suffisantes de matériaux, des conditions de réaction
modérées, et une bonne dispersion des nanoparticules ainsi que |’ absence d’ additifs chimiques

et des sous-produits chimiques (Shankar, Rai et al. 2004).

Il a donc été nécessaire de recourir aux méthodes biologiques pour développer une
approche respectueuse de I’ environnement pour la synthése des nanoparticules d’argent en
utilisant des microorganismes (Nair, Sasidharan et al. 2009), des enzymes (Willner, Baron
et al. 2006) et des plantes ou des extraits de plantes (Shankar, Rai et al. 2004).

Hamid, Zargar and others 2011 ont démontré la perspective d’employer I’extrait
méthanolique des feuilles de plantes pour la synthese des nanoparticules d argent par une
méthode biologique. (Jang, Yang et a. 2016) Ont effectué une étude sur |’ activité
anticancéreuse in vitro des nanoparticules argentés synthétisés a partir d’ extraits de plantes.
(Taskiran, UZUNOGLU and others. 2017)Ont réalisé une recherche sur la caractérisation et la
détermination des propriétés adsorbantes des nanoparticules d'argent synthétisées avec
I'extrait de feuilles d'Acacia cyanophylla). (Kumar, Kumar et al. 2018) Ont opté pour la
synthese verte des nanoparticules d’argent en utilisant I’ extrait d’ Antidysenterica holarrhena
et ladéermination de leur activité larvicide contre des vecteurs de dengue et de filariose.

[1.4. Effet toxique des nanoparticules

L’argent sous forme de nanoparticules peut pénétrer dans le corps humain par
différentes voies. Aprésingestion ou par contact dermique en présence d’ une Iésion cutanée,
les nanoparticules métalliques peuvent se retrouver dans la circulation sanguine et/ou
lymphatique et s'accumuler dans les organes, comme les ions Ag™ (Panyala, Pefia-Méndez et
al. 2008)
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Il a été supposé que le complexe NP-corona serait responsable de cette toxicité
puisque ¢’ est lui qui dicte les mécanismes d'internalisation et qui guide la distribution. Ainsi,
dans un systéeme biologique complexe, les NPs seraient toxiques d aprés leur composition et
auss d’ aprés la nature de leur corona (Allouni, Cimpan et a. 2009) (Monopoli, Aberg et al.
2012). Aussi, il a été publié que les NPs ont la capacité de passer a travers les différentes

barrieres dont |a barriére hémato-encéphalique et le placenta (Hadrup and Lam 2014).

Toutefois, |” absorption des NPs semble dépendre de I’ exposition puisgue certaines éudes
indiquent que les NPs qui pénétrent par contact dermique sont sans danger et que leur
internalisation par les cellules est négligeable (Cross, Innes et al. 2007) (Nohynek, Antignac
et al. 2010) (Zvyagin, Zhao et a. 2008). La derniére étape est celle de I’ excrétion, il s agit de
I"évacuation des NPs par I'organisme. (Loeschner, Hadrup et a. 2011) ont présenté des
résultats indiquant que des NPs Ag ingérées étaient retrouvees dans les excréments des rats. |l
a aussi été observé que I’excrétion de |’argent aurait aussi lieu via le systeme biliaire et les
urines (Hadrup and Lam 2014). Il n’est pas encore déterminé si aprés un certain temps, les
NPs sont complétement évacuées ou si des résidus persistent (Busquets, Sabaté et a. 2014).

En outre, les quantités de nanoparticules d'argent utilisées actuellement dans les
différents domaines ne refletent pas les niveaux auxquels les étres humains sont pour le
moment confrontés (Hussain and Schlager 2009). De plus, de nhombreuses études montre que
['argent ionique n'induit pas des conséguences négatives pour |'étre humain, aux
concentrations requises pour obtenir une activité antimicrobienne (Busquets, Sabaté et al.
2014).

[1.5. Applications des nanoparticules

En raison de leurs propriétés spécifiques, les nanoparticules d' argent (NPs Ag) ont été
employées intensivement dans des outils de ménage, |'industrie de soins de santé, et dans le
stockage et I’ emballage de nourriture, et elles ont aussi des applications biomédicales.

L’argent est employé dans I'industrie alimentaire pour éviter les contaminations
microbiennes et prévenir |’ apparition d’ un gout métallique. (Smith and Zysk 1987).

Les emballages antibactériens sont utilisés pour empécher la contamination bactérienne
dans les produits alimentaires. Si des nano composites antimicrobiens a base d'argent sont

incorporés dans des matériaux d'emballage, la contamination microbienne peut étre controlée
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en reduisant le taux de croissance des micro-organismes. des chercheurs ont essayé
d’incorporer des nanoparticules d'argent dans les matériaux d'emballage tels que du papier
filtre, du polyéthyléne basse densité (LDPE), et le poly (méthacrylate de méthyle) (PMMA)
(Mtimet 2011).

Les nanoparticules d’argent ont été utilisees dans les stations d épuration pour le
traitement des eaux usées et ont montré une activité antibactérienne intéressante. La
dispersion d'argent sur les surfaces de la membrane a amélioré I'activité antimicrobienne
contre E. coli et S, aureus. Les résultats de cette recherche ont confirmé que la membrane Ag-
PES peut inhiber presgque la croissance bactérienne a 100% (Jain and Pradeep 2005). Les
symptémes de maladies liées a I'eau telles que la diarrhée et la déshydratation peuvent étre
réduits par I'améioration de la qualité de |'eau potable (Lv, Liu et al. 2009).

Elles sont utilisées en tant gu'agents antimicrobiens dans les pansements pour
empécher les infections de blessure , et en tant qu'agents anticancéreux (Firdhouse and
Lalitha 2015).

Les nanoparticules d'argent sont aussi utilisées comme additif antimicrobien dans les
ciments osseux poly (méthacrylate diméthyle) (PMMA) (Alt, Bechert et a. 2004).
L’ argent imprégneés dans Les dispositifs implantables, et les masques chirurgicaux indiquent
une efficacité antimicrobienne importante (Fu, Ji et a. 2006).

L’ argent est doté également d’ une activité cytoprotectrice des cellules de I’ infection par
le VIH-1 (Elechiguerra, Burt et al. 2005).

13
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[11.1. Matériels et réactifs
[11.2. Matériel végétal
[11.2.1. Récolte et identification du matériel végétal

Les parties aériennes de Sonchus oleraceus et d'Hedysarum coronarium illustrées
dans les figures ci-dessous (Figure N° 3), ont été récoltées au mois de mars 2018. S. oleraceus
dans la région de Tazmalt de la commune Ikherbane, située a 117,8 Km de la wilaya de
Begaia, et H. coronarium dans la région de Bejaia au niveau de campus universitaire de
TargaOuzmour de Bejaia (Figure N°4), loin de tout impact de pollution. Les deux plantes ont
été choisies sur la base de leur rentabilité, disponibilité et propriétés meédicinales.
L’identification botanique des deux plantes a été réalisée par Dr. Ourari chercheuse du
laboratoire d’ environnements dans la Faculté des Sciences de la Nature et delaVie.

Figure N°3 : Photographies des parties aériennes de (@) H. coronarium et (b) S. oleraceus

-
O

Figure N°4 : Localisation géographique du lieu de récolte de H. coronarium et S, oleraceus
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[11.3.Méthodes
[11.3.1. Séchage et broyage

La partie agrienne des deux plantes fraichement récoltée, est utilisée pour le test

d humidité et I’ autre partie a été lavée al’ eau courante afin de la débarrasser des poussieres et

autres particules, puis séchée dans une ¢tuve a 40°C pendant trois jours. La température de

40°C permet de préserver de la dégradation des substances thermolabiles telles que les
polyphénols et les vitamines.. .. etc.

Apres le séchage, |le matériel végétal a été broyé, al’aide d’un broyeur éectrique, en

une poudre fine pour permettre une meilleure extraction, cette derniére a été ensuite conservee

dans des bocaux en verre fermés et stockés al’ abri delalumiére.

[11.3.2.Test d’ humidité
a) Principe

La teneur en humidité des plantes a été déterminée selon la méthode utilisée par
Pineloand others.(2004). Elle consiste en la déermination de la perte de masse par
dessiccation a I’étuve a 105°C.

Letaux d humidité est calculé selon laformule suivante :
9%H = L 100
p.e
Oou:
H % : d’humidité de |’ échantillon
p.e: Prised essai (g)
m : masse apres séchage (Q)

b) Mode opératoire
Le protocole du test d’ humidité effectué consiste a placer trois échantillons, pour les

deux plantes fraiches, de 10 g chacun dans une étuve a une température de 105°C jusqu’a

stabilisation du poids.
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[11.3.3. Extraction des substances bioactives
a.Préparation des extraits aqueux des plantes

Brievement, |es poudres de plantes (5g) ont été mises en contact avec de I’ eau distillée
(50 mL) et le mélange a subi un chauffage (50 °C) et une agitation (500rpm) a I’aide d’'une
plaque agitatrice pendant 24 heures. Le mélange est ensuite filtré en utilisant du papier
Whatman n°1 pour obtenir des solutions claires, qui ont ét¢ séchées dans une étuve a 40°C
afin d avoir |’ extrait sec apres évaporation totale de solvant. Les extraits concentrés obtenus
apres reconstitution avec de 1’eau distillée ont été maintenus dans des flacons sombres a 4°C

jusqu’a utilisation(Mollick and others, 2015).

b. Détermination desrendements d’ extraction

Le rendement d’ extraction dépend du solvant et de la méthode d’ extraction, du temps
de macération et du volume du solvant (Eloff, 1998 ; Hayouni and others., 2007).Le
rendement est le rapport de la quantité de composés phénoliques recueillie apres extraction
par les solvants sur la quantité de la biomasse.
Il est déterminé selon Owen et Johns (1999) par laformule suivante :
Rd (%)= [P1- Po/ Ei] X 100
Rd : Rendement.
Po: Poids delafiole vide (g)
P1: Poids de |’ extrait sec avec lafiole apres évaporation du solvant (g)

E: : Poids de I’ échantillon (poudre) en gramme (5 g)

) Biosynthése des nanoparticules d’ argent

nous avons opté pour la synthese des nanoparticules ont utilisent une méthode biologique en
suivant le protocole de (Mollick and others, 2015). Brievement, 90 mL de la solution de
nitrate d’argent (AgNOz) a ImM a été préparée dans un Erlenmeyer de 250 mL et 10 mL
d extrait aqueux de chague plante ont été gjoutés pour la réduction des ions d’Ag’. Le
mélange a été laisse sous agitation a 500 rpm sur une plague agitatrice magnétique avec
chauffage a une température de 100°C pour la bioréduction compléte d’AgNO3 aux ions Ag*
qui a été confirmée par le changement de la couleur. En effet, la réduction est compléte

guand la couleur de la solution vire d’ une couleur jaunétre au brun jaunétre a brun-rougeétre.

16



Chapitrelll
Matériel et méthodes

Les réactions sont effectuées a |’ obscurité (pour éviter la photoactivationd’ AgNOz(Mollick
and others, 2015).

[11.3.4. Dosage des polyphénols totaux
a) Principe

La quantification colorimétrique des polyphénols totaux a été déterminée selon la
méthode décrit par (Dorman and others, 2003)enutilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, qui est
constitué d'un mélange dacide phosphotungstique (HsPW1204) € d'acide
phosphomolybdique (HsPM012040). Ces derniers, lors de I’ oxydation des phénols, sont réduits
en un méange d’ oxydes bleus de tungsténe et de molybdene.
La coloration produite, dont |’ absorption maximale est comprise entre 725 et 760 nanometres
est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot
and Charpentier, 2006).

b) Mode opératoire
Le protocole utilisé par (Dorman and others, 2003) pour le dosage des composées

phénoliques totaux est schématisé dans lafigure suivante :

100pL d extrait +500uLFolin+ 6 mL d’eau distillée

\ J

Addition de 1 13 mL de carbonate de sodium a 20%

( Incubation pendant 2 heures & température ambiante )
L et al’ obscurité )

[ Lecture de |’ absorbance & 760nm contre un témoin ]

Figure N° 5:Protocol e de dosage des composées phénoliques (Dorman and others, 2003).

C)Expression desrésultats
Les concentrations en polyphénols totaux des extraits sont déterminées en se référant

a la courbe déaonnage obtenue a différentes concentrations dacide gallique.Les
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résultatssont exprimés en milligramme équivalent acide gallique par un gramme de matiére
seche (mg EAG/g MS) (Dorman and others, 2003).(Annexel)

[11.3.5. Dosage des flavonoides
a) Principe

Les flavonoides sont constitués d une large gamme de composes naturels appartenant
aux polyphénols qui existe chez la mgorité des plantes. Certains de leurs groupements
structuraux sont susceptibles de former par chélation des complexes jaunétres avec les métaux
notamment |’ aluminium et le fer.

Les ions métalliques M*"interagissent avec deux oxygene de la molécule phénolique
agissant comme un donneur d’éectron pour formation d’un complexes (Ribéreau-Gayon,
1968).

b) Mode opératoire
La teneur en flavonoides de I’ extrait étudié est évaluée selon la méthode décrite par
Djeridane et ses collaborateurs (2006) (Figure N°6).

Un volume de chague extrait

Méme volume de la solution d’ AlCl3(2%, m/v)

Le mélange a été vigoureusement agité

Incuber a la température ambiante pendant 15 m
1

Lalecture de |’ absorbance est effectuée a 430 nm

Figure N° 6:Protocole de dosage des flavonoides (Djeridane and others, 2006).
c)Expression desrésultats

Les résultats sont exprimeés en milligramme équivalent quercétine par un gramme de matiére
seche (mg EQ/g MS). (Annexe 1)
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[11.3.6. Caractérisation des nanoparticulesd’argent
I'11.3.6.1.Spectroscopie UV- visible
a. Principe

La spectroscopie UV-Visible est une technique tres utilisée pour les substances
organiques et minérales, elle repose sur latransition d’ dectrons de valence qui passent de |’ état
fondamental al’ éat excité grace a une onde éectromagnétique. Cette transition s accompagne
des propriétés rotationnelles et vibrationnelles des molécules qui requiert une énergie assez forte

qui correspond alalongueur d’onde del’ UV-visible (Huang and Y ang, 2004).

b.Mode opératoire

L es mesures spectrophotomeétriques ont été effectuées a |’ aide d’ un spectrophotometre
a double faisceau UV-visible (Thermo) pour les deux extraits préparés en utilisant une cuve
en quartz de 10 mm de trajet optique. L’ enceinte du spectrophotomeétre est thermostatée a
25°C. L’analyse est effectuée entre 190 et 700 nm. L’ appareil est relié a un microordinateur.
Lelogiciel UV-Probe, permet I’ enregistrement et |a visualisation des spectres des échantillons

anal ysés.

[11.3.6. 2. Spectroscopie infrarouge
a. Principe

L’infrarouge est une méthode trés utilisée pour la caractérisation et I’ identification des
composés ou de leurs groupements fonctionnels (liaisons chimiques) dans un mélange
d’extraits. L’identification des liaisons se fait a I’aide du nombre d’ onde correspondant et la
détermination de groupe caractéristique par un spectre d'un composé inconnu qui sera
identifié par comparaison ala bibliotheque des composés connus(Mollick and others, 2015).

b.Mode opératoire
Nous avons utilisé un Spectrométre Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) de
type Agilent Cary 640 disponible au Laboratoire de chimie du département génie alimentaire,

en utilisons le protocole d' écrit par (Mollick and others, 2015).
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La poudre des nanoparticules d argent préparées a base d'extraits de plantes a éé
déposée entre deux plagues KBr et les spectres sont enregistrés dans I’ intervalle de 4000 a 400

cm™.

[11.3.6.3. Diffraction des Rayons X (DRX)

a.Principe

La technique de diffraction des rayons X est une méthode qui permet de déterminer
les phases cristallisées d’un échantillon et d'identifier I’ arrangement de ces atomes ainsi que
leur distance interatomique. Cette technique consiste a observer I’interaction des rayons X
avec la matiere, lorsque la matiere est bombardée par des rayons X un rayonnement émis
dans toutes les directions avec des ondes de méme phase,de la méme longueur d’ onde, cette
diffusion entraine I’interférence entre les ondes diffusées par chagque plan atomique formant
ains une onde diffractée dont les caractéristiques dépendent de la structure cristalline de la
matiere, le diffractogramme est enregistré sous forme d' un spectre. Les spectres peuvent étre

obtenus a partir d’ un fragment solide ou de petite quantité de poudre(Shin and others, 2008)

b. Mode opératoire

Les poudres obtenues des nanoparticules préparées a base d’ extraits des deux plantes
ont été déposées sur une lame en verre puis analysées par DRX.Cette derniere a été effectuée
sur un diffractométre de type Expert Prof Panalytical, il est doté d’’un tube a anode de
Cu,pds passe(programme divergence dlit, programme antiscatér) a générateur de voltage de
40 Kv et |e tube courant est de 30mA.

[11.3.7. Evaluation de |’ activité antioxydantes
[11.3.7. 1. Evaluation de |’ activité anti-radicalair e par la méthode du DPPH

a) Principe

Le DPPH’ est un radical libre organique stable, généralement utilisé pour évaluer les
propriétés antioxydantes de toutes substances in-vitro(Loganathan and others, 2011). Lorsque
une solution de DPPH est mélangée avec la substance qui agit comme donneur d’ hydrogenes,
le DPPH" (1,1diphenyl-2-hydrazyl) de couleur violette (forme oxydée) se réduit en
1,1diphenyl-1-hydrazine de couleur jaune (Athamena and others, 2010).
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b)Mode opératoire
Le protocole d'évaluation de I’ activité antioxydantes par le test au DPPH est donné
par (Debbabi and others, 2016) (Figure N°7).

Un volume de 1 mL de chague extrait

I
1mL delasolution de DPPH (0,2 mM)

Le mélange est ensuite soumis a une agitation
I

Incuber al’ obscurité, T° ambiantependant 30 min

La lecture de I’ absorbance est effectuée a517nm

Figure N°7 :Protocole d’ évaluation du |’ activité antioxydants (DPPH)

C)Expression desrésultats
Les résultats sont déterminés en se référant a la courbe d’ étalonnage obtenue avec le

Trolox et sont exprimés en mg/g équivaent Trolox.(Annexe 1)

[11.3.7. 2. Détermination du pouvoir réducteur
a)Principe

Le pouvoir réducteur est étudié pour déterminer la capacité des antioxydants a réduire
le fer ferrique « Fe** » du complexe ferricyanure de potassium en fer ferreux « Fe?*». Cette
réduction se traduit par une coloration vert mesurée a 700 nm et dont I'intensité est

proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits testés (Oyaizu, 1986).
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b) Mode opératoire
Le protocole adopté dans ce test est celui donné par Debbabi and others. (2016)

(Figure N°8).

1ml du melange s ~N
avec TCA « on gjaute 1ml eau
* 0,5ml del'extrait ditilé
* 0,5ml Tampon * 0,5ml deTCA * 200yl de FeCly
phosphate « incubation 20min
* 0,5ml Ferricyanidine aT°ambiante
incubation L ,.aabri dela
pendant 20 min a \__lumiere y,

50°C
\/ lecture a700 nm

Figure N°8: Protocole d' évaluation du pouvoir réducteur(Debbabi and others, 2016)

C)Expression desrésultats
Les résultats sont déterminés en se référant a la courbe d’ étalonnage obtenue avec le

Trolox et les résultats sont exprimés en mg/g équivalent Trolox (Annexe 1).

[11.3.8. Détermination del’ activité antibactérienne
a) Principe
L’ activité antibactérienne consiste a estimer I’inhibition de la croissance bactérienne
d’ un produit synthétisé par la«méthode de diffusion sur gélose par puits».Les extraits de
plantes et les produits synthétisés (nanoparticules d'argent (Ag) sont testés pour leur activité

antibactérienne vis-a-vis de quatre souches:

Escherichia coli (bactérie a Gram négatif), Pseudomonasaeruginosa(bactérie a GRAM
négatif), Saphylococcus aureus (bactérie a GRAM positif), Staphylococcus aureus résistante a
la méticilling(SARM) : (bactérie a GRAM positif).
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b) M ode opératoire
La mise en évidence de I’ activité antibactérienne est réalisée selon la méthode d’ écrite

par (Mollick and others, 2015) comme le montre |e schéma ci-dessous (Figure N°9):

» Ensemencement des souches dans une gél ose nutritive

] ¢ |ncubation a37°C
1 jour

» Standardisation des souches dans |'eau physionlogique UFC=10""
» Ensemencement du milieu Muller Hinton par écouvillonnage

» Formation des puits

» Chague boite de Pétri posséde 3 puits

2jour | « Deposer les échantillons dans les puits

* Laisser au refraigérateur pendant 2 heures

* Incubation a37 °C pendant 24 h /

<

<

. e Lecture des résultats
3 jour * Aparrition des zones d'inhibition
* Mesurer le diamtre des zonnes d'inhibition

<

Figure N°9: Schéma Généra del’ activité antibactérien
Les échantillons ont été déposés dans trois puits comme suit :

a)Puits N°1: solution de Ag; b)Puits N°2: solution des nanoparticules; c)Puits N°3:
solution d’ extrait de plante.
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IV.1. Extraction

L'extraction par macération est une procédure importante qui préserve les structures
des métabolites d'origine végétale. Par conséquent, elle est largement employée pour
I’ évaluation de la composition chimique des extraits bruts de plantes, mais aussi pour estimer
les teneurs de certains constituants spécifigues solubles dans un solvant particulier

(Benchaachouaand others. 2016).

Les rendements des deux extraits sont définis comme étant les rapports de la quantité
de substances végétales extraites sur la quantité de matiere végétale utilisée, ils sont exprimés

en pourcentage (%).S. oleraceus montre un rendement de 6,4% et H.coronarium de 8%.

Avant de procéder ala fabrication de nanoparticul es a base des deux plantes choisies dans ce
présent travail, leurs extraits ont été analysés. Les parameétres déterminés sont les teneurs en

eau, polyphénols totaux et flavonoides totaux.

IV.2. Test d’humidité

Le test d’humidité est réalise dans le but d’estimer |la teneur en eau des parties
aériennes de S oleraceus d’'H. Coronarium. Le séchage de trois essais de chague échantillon
a révéé des taux d’humidité qui sont92,13+ 0,12% et 89,06 + 0,15%, respectivement
(Figure N°10). Ces résultats indiquent que plus de ¥.du poids des deux plantes fraiches sont
constitués d eau, mais c’'est la partie aérienne de S. oleraceus qui a révélé une teneur plus

importante avec une différence significative a P< 0,05) (Annexe ).

7,87%
a 10,94% b

M eau Ms M eau Ms

Figure N°10: Représentation graphique de la teneur en eau de la partie aérienne de (a) H.
coronariumet (b) S. oleraceus.

Ms: matiére seche
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I'V.3. Dosage des composés phénoliques

L'extraction est une éape importante pour I'isolement,l’identification et la
guantification des composés phénoliques. Ces composées issues de différentes plantes
présentent une variabilité dans leurs structures. 1l est donc trés difficile de développer une
méthode d’ extraction standardisée, qui extrait simultanément tous les composées phénoliques

inhérents (Buci¢-Koji¢ and others, 2011).

IV.3.1. Dosage des phénols totaux
La quantité en polyphénols totaux dans les extraits est déterminée a I’aide de la courbe
d’ étalonnage réalisée avec |’ acide gallique (Annexe N°I), dans une gamme de concentrations
allant de 0 a 10 pg/mL, et les résultats sont illustrés dans lafigure N°11.
Les valeurs moyennes des concentrations en polyphénols totaux des extraits aqueux
S oleraceus et H.coronarium sont de 1,76 + 0,34 et 2,54 + 0,32 mg EAG/g de matiere seche

a @

11

H.coronarium S.oleraceus

respectivement.

w
w (]
1 J

N
(2}
1

U
(2}
1

Teneursen PPT(mg EAG/gMS)
= N

o
(2}
1

o
l

Figuren©1l: Représentation graphigue du taux de polyphénolstotaux des extraits aqueux de
S oleraceus et H. coronarium.
Les barres verticales représentent les écarts type

Les lettres a et b montrent 1’existence d’une différence significative a P<0,05.
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La teneur en PPT de S. oleraceus obtenue dans ce présent travail (1,76 £ 0,34 mg
EAG/g MS) est largement inférieure a celle obtenue par (Seal, 2011), ( 17,32+ 0,10 mg
EAG/g MS) pour la méme espéce de I’ Inde. De méme, plusieurs chercheurs (Khan, 2012) ,
ont révélé que d’ autres especes du genre Sonchus (Sarvensis) sont plusriches en polyphénols
totaux oulapartie aérienne de S oleraceus a donné 6,07+0,07 mg EAG/g MS (Jimoh and
Afolayan, 2011), 40,5+0,0 mg EAG/g MS(Yin et a., 2007) et 66,5+ 8,92 mg EAG/g MS
(Gomaa et a., 2014). En outre, les parties aériennes de S. arvensis et S, asper ont enregistré
des teneurs respectivement de 420+ 6,9 mg EAG/g MS (Khan, 2012) et 332+ 1,53 mg EAG/g
MS (Khan et a, 2012). Toutefois, Hussain et a. (2010) ont détecté une concentration plus
faible (1,44+ 0,13 mg EAG/g) dans I’ extrait de la partie aérienne de S. asper et Juhaimi et al.
(2017) ont trouvé une teneur (1,74+ 0,02 mg EAG/g MS) assez proche.

Quant a I’ espéce H. coronarium, les valeurs des concentrations en PTT mesurées par
d’ autres auteurs sont plus importantes; Di Trana and others. (2015) et Burlando and others
(2017) ont trouve que les teneurs en PTT sont respectivement de 9,26 et 38 + 1 mg EAG/g
MS pour la méme espece. De méme, les résultats de 1’étude réalisée par (Bektas and others,
2018) , ont révélé que H. cappadocicum est plus riche en PPT avec une concentration de
50,96+ 1,01 mg/g EAG. Par contre, pour |’ espece H. flexuosum(Errassi and others, 2018) ont
trouvé une teneur en PTT de 2,29+ 0,28 mg EAG/g MS, ce qui est assez proche du résultats

trouveé dans la présente étude.

D’ aprés (Levizou and others, 2004) les variations observées dans les taux en composées
phénoliques, pourraient étre attribuées essentiellement aux conditions d'extraction ainsi
gu’ aux conditions environnementales, ala saison de récolte et aux facteurs morphogénétiques.
D’ autre part, d' apres (Boizot and Charpentier, 2006) le dosage au réactif de Folin-Ciocalteu
est simple a mettre en ouvre et trés sensible, il n'est cependant pas spécifique des
polyphénols ; il réagit avec les acides aminés (tyrosine, tryptophane, protéine, acide tartrique

et les sulfites) et d’ autres composeés.
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|V.3.2. Dosage des flavonoides
La quantité en flavonoides dans les extraits est déterminée a I'aide de la courbe
d étalonnage réalisée avec la quercétine (Annexe N°l), et les résultats sont illustrés dans la
figureN°12. L’extrait agueux d H.coronarium a révélé une concentration plus élevée
(0,79+£0,03 mg EQ/g de MS) avec une différence significative a P <0,05 comparativement a
celui de Soleraceus (0,47+0,02mg EQ/g MYS)

0.7940,03

08 -

07 - 0,47+0,02
06 - ]

0 J

S.oleraceus H.coronarium

Teneursen flavonoides (MgEQ/gM S)
o o o ¢
N w AN (&)

o
[N
1

o

Figure n°12: Représentation graphique du taux de flavonoides dans les extraits aqueux de S. oleraceus
et H. coronarium
Les barres verticales représentent les écarts type

Les lettres a et b montre 1’existence d’une différence significative a P<0,05.(Annexe I)

Les travaux menés par (Khan, 2012) sur S arvensis ont révélé que cette plante est tres riche
en flavonoides. Les recherches réalisées par différents auteurs sur certaines especes du genre
Sonchus ont montré des teneurs en flavonoides largement supérieure au résultat trouvé dans
ce présent travail. Il s'agit de S. oleraceus de différentes origines qui renferme0,66+ 0,0 mg/g
EQ d'extrait sec (Jimoh and Afolayan, 2011), 2,95+0,44 mg/g de poids sec (Gomaa and
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others., 2014) ou 14,1+2,3 mg/g (Yi and others., 2007) et de S. asperqui contient 1,34+ 0,10
mg/100g de poids sec (Hussain and others., 2010) ou 11,4+ 0,45 mg/g MS (Khan and others.,,
2012). En outre, S. arvensis contient une teneur importante en flavonoides qui est de 23,4+
1,2 mg/g d’ extrait sec (Khan, 2012). Cependant, (Jimoh and Afolayan, 2011)ont trouvé pour
S asper une concentration assez proche (0,63t 0,12 mg/g EQ d'extrait sec) de celle trouvée

dans ce présent travail.

Concernant H. coronarium, |’ étude menée par (Burlando and others, 2017) a révélé que
cette plante est trés riche en flavonoides avec une concentration de 13+8 mg/g EQ
Ces auteurs ont utilisé des solvants différents de ceux que nous avons utilisé ce qui pourrait
expliquer ces différences. De plus, selon (Cai and others, 2004)et (Djeridane and others,
2006), la méthode d’ extraction, lafamille, et la partie de plante utilisée influencent également

lateneur en flavonoides.

IV.4. Synthese desnanoparticules

Dans la présente éude, la synthése de nanoparticules d'argent a été réalisée avec
succes en utilisant les extraits agueux des parties aériennes de S. oleraceus et d' H.
coronarium. Une couleur brun-jaunétre (Figure N°13). Qui a changé en brun trés foncé
(Figure N°14), a été observée aprés addition de 10 mL de I'extrait dans 90 mL de la solution
de nitrate d'argent & 1mM et sous agitation continue. Le développement de cette coloration est
un indice de la capacité des extraits aqueux de S. oleraceus et H. coronarium a réduire
biochimiquement le nitrate d'argent, et la synthése des nanoparticules d'argent en excitant les
vibrations de plasmon de surface. Le taux de réduction a éé augmenté par incubation du
mélange a 37 °C pendant 24 heures(Verma and others, 2016).
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Figure N°13: Extraits agueux de S.oleraceus et H.coronarium avant la biosynthése de

nanoparticul es.

H.coronarium S.oleraceus

Figure N°14 Extraits agueux de S. oleraceus et H. coronarium aprés la biosynthése de nanoparticules.

IV.4.1 Techniques d’analyse et de caractérisation
IV.4.1.1 Spectroscopie d’absorption UV -Vis

La formation de nanoparticules d argent (NPs Ag) a été suivie en mesurant le spectre
d’ absorption UV-Vis du milieu réactionnel dans la gamme de longueurs d'onde de 190 a 700
nanomeétre. Les propriétés optiques de NPs Ag synthétisées ont été étudiées en utilisant la
spectroscopie  UV-Vis et les spectres enregistrés sont montré dans la figure N°14. Ces
spectres montrent une bande d'absorbance nette a environ 414 nm (H. coronarium), et
absence d’'une bande d’absorbance nette pour |'extrait de S. oleraceus a la température
ambiante. Des résultats similaires sont rapportés dans lalittérature (Mollick and others, 2015),
(Nayak and others, 2015) ; (Zargar and others, 2011).
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Comme nous |’ avons dga mentionné, les extraits de S. oleraceus et d'H. Coronarium
ont réduit I'ion d’ argent dans la solution agueuse (AgNQOz3) ayant pour résultat le changement
de couleur de la solution de sa couleur jaune-clair a Jaune-brun en raison de laformation NPs
Ag.

Le comportement d'absorption est di ala résonance extérieure de plasmon (SPR), qui
est le résultat de I’ oscillation des éectrons dans la bande de conduction des NPs Ag induit
par le champ électromagnétique. Il est bien connu que NPs Ag présentent une couleur brun-
jaunétre en solution aqueuse (AgNOs) en raison de |’ excitation des vibrations de plasmon de
surface danslesNPs Ag (Shankar and others, 2004).
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Figure N°14 : Spectre UV-Vis des NPs Ag synthétisées par les extraits aqueux de S. oleraceus

et H.coronarium.
IV.4.1.2. Analyse des spectresd’ IR

Le spectre infrarouge a transformée de fourrier (FTIR)représente les pics moléculaires

d’absorption et de transmission qui correspondent a la fréguence des vibrations entre les
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atomes du matériel. La (Figure N°15) représente les bandes d absorption des NPs Ag
synthétisées apartir de S. oleraceus et H. coronarium dans la gamme 400-4000 cmt
Plusieurs bandes d absorption ont été observées en analysant la poudre des NPs Ag
synthétisées par S. oleraceus. I S agit de bandes & 3383, 1651, 1556, 1417, 1114 et 617 cm™.
Pour les NPs Ag synthétisées par H. coronarium, les pics d absorption sont observés a 3386,
1614, 1556, 1421, 1402 et 1118,665 cm'™.

Selon la littérature la bande 3394 cm™ correspond au groupement (N-H )(MubarakAli
and others, 2011), 1650 cm*correspond au groupement (C=C) et au bande (N-H) des akéne
et amine primaire (Chahardoli and others, 2017), 1629 cm™ correspond au groupement (O-H)
d'acide carboxylique et au groupement amine primaire (N-H), 1588 cm?® représente le
groupement aromatique (C-C) (Kumar and others, 2016), 1410 cm™ est un groupement
aromatique (C=C) (Taskiran and others, 2017) , 1402 cm™ est un groupement (C-N) ,1120 cmv
Lindique la présence des carbonyles et alcool (Rajkuberan and others, 2017) et 660 cm™

correspond au groupement (C-H) aromatique (Taskiran and others, 2017).

Les deux plantes utilisées pour lasynthesedesNPsAg  partage plusieurs bande
d’ absorption. La majorité des bandes de FTIR a montré les groupes fonctionnels
caractéristiques d’ amines, de phénol et alcools, de flavonoides et des terpénes de la partie
aérienne des deux plantes qui joue un rdle actif dans la bio-réduction des NPs Ag

synthétisées.
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H.coronarium

S.oleraceus

Figure N°15: Le spectre infrarouge a transformée de fourrier des NPs Ag synthétisées par

S.oleraceus et H.coronarium
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Tableau N°VI: Résultat des spectresinfrarouge de S. oleraceus.

S oleraceus groupements
3383cm? 3394(NH)
1651cm? 1629(OH) ou (NH)
1556cm't 1558(C-C)
1417cmt 1410 (C=C)
1114cm’? 1120(0H)
617cm? 660(C-N)

Tableau N°V11: Résultat des spectres infrarouge de H .coronarium.

H.coronarium groupements
3386 cm'?. 3394(NH)
1614 cm* 1629(0OH) ou(NH)
1556 cm? 1558(C-C)
1421 cm’? 1410 (C=C)
1402 cmt 1402(C-N)
1118 cm’? 1120(0H)

665 cm* 660(C-N)

1V.4.1.3.Analyse des spectres de diffraction desrayons X(DRX)

Le modele de diffraction des rayons X (DRX) des NPs Ag synthétisés en utilisant les
extraits agueux des parties aériennes de S. oleraceuset H. coronarium est montré sur la
figure N°16 et N°17 respectivement. Le profil de DRX des nanoparticules argentées montre
I'information structurale et la nature cristalline des NPs Ag synthétisées. L'indexation
maximale est faite d'abord et des index de Miller (h k 1) ont été assignés a chague créte
(Tableau: VI).
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Quatre crétes a la valeur de 2 thétas de 27.85, 32.29, 46.28, et 57.55 correspondant a la
réflexion de Bragg (111), (200), (220) et a (222) de plans d'argent observés ont éé aors
comparées a la carte en poudre standard du comité mixte sur les normes de diffraction de
poudre (JCPDS), le numéro argenté 04-0783 de dossier.

Les valeurs de I'espacement (d caculé) sont 3.200, 2.770, 1.960, et 1.600A
(Tableau VIII) pour (111), (200), (220) et (222) respectivement. Les résultats obtenus
correspondent aux valeurs d’ argent standard.

La créte intense élevée pour le matériel cubique aface centrée est généralement (1 1 1)
réflexion, qui est observée dans I'échantillon. Ains I'éude de DRX confirme que les
particules en résultant sont |es nanoparti cul es argentées cubiques a face centrée (FCC).

Nos résultats sont en accords avec les résultats obtenus par d'autres chercheurs qui ont
rapporté un genre semblable de valeurs de crétes pour les NPs Ag synthétiseées en utilisant
différents extraits de plantes.

Il y a certaines crétes insignifiantes qui peuvent étre attribuées a d'autres substances
organiques d’ extraits de plantes (Allouni and others, 2009) La fausse diffraction indigue la

présence des impuretés cristallographiques.

Tableau N° VIII : Indexation de crétes a partir de I’ espacement d
h.k.l 20 d (calculé) 1000/d2 %
111 27,858 3,2000 97,65 40
200 32,292 2,7700 130,32 100
220 46,284 1,9600 260,30 75
222 57,559 1,6000 390,62 25
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Figure N°16: Diagramme de DRX de synthése NPs Ag en utilisant I’ extrait de la partie aérienne de S.

oleraceus
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Figure N°17 : Diagramme de DRX de synthese NPs Ag en utilisant I’ extrait de |a partie aérienne de H.

coronarium.

IV.5. Evaluation des activités antioxydantes :

Les composees phénoliques généralement retrouveés chez les végétaux, sont responsables de
multiples effets biologiques, y compris des propriétés antioxydantes (Navnath and others,
2010).

L’ activité antioxydant des extraits de S. oleraceus et d’H.coronarium et des nanoparticules
fabriquées a base de ces extraits a été évaluée par deux méthodes : le test au DPPH et le test
FRAP.
IV.5.1 Activité scavenger du radical DPPH*

Les figures N°18 et N°19 illustrent les résultats de test au radical DPPH" exprimés en
équivaent trolox des extraits agueux de S. oleraceus et H. coronarium ainsi que des

nanoparticules d’ argent fabriquées a base de ces extraits.
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Figure N°18 : Activité antioxydantes au DPPH de’ extrait agueux de S. oleraceus.

D’ aprés I’ histogramme ci-dessus, les capacités a piéger le radical DPPH" de I’ extrait aqueux
de S oleraceus et de I’ extrait contenant des nanoparticules d’argent sont de 1,34 +0,06 et
1,12+0,05 mg/g équivalent Trolox, respectivement. D’ apres ces résultats ¢’ est I’ extrait agueux
gui a présenté une activité antioxydant plus élevé que celui de I'extrait contenant les
nanoparticules. Ce résultat est du a la réduction des nanoparticules d’ argent par ces

antioxydants ce qui ainduit ala réduction de la quantité des antioxydants interagissent avec le
radical DPPH".

D’ apres la littérature, S. oleraceus présente activité antioxydantes plus intéressante que celle
révélée dans cette présente étude. Selon Khan et al. (2012), I’ extrait de cette plante a montré
une capacité antioxydant égale a 3,4+0,3 mg/g équivaent Trolox. Juhaima and others. (2017)
ont également trouvé un effet antioxydant plus prononcé (82,78 +0,19 mg/g équivalent
Trolox). Cette divergence pourrait étre attribuée aux conditions d’extraction ainsi qu’ aux
conditions environnementales, la saison de la récolte et les facteurs génétiques (Levizou and
others, 2004).

Quant aux résultats donneés par I’ extrait aqueux d’H.coronarium et par le méme extrait

contenant des nanoparticules, aucune différence significative a P<0,05 n’est notée. Leur
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capacité a piéger le radica DPPH® sont de 1,578+0,2 et 1,579+0,07 mg/g équivaent Trolox
respectivement (Figure N°19).

., Casmoor > Casrasnz >
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Teneur en mg /g E Trolox

Figure N°19 : Activité antioxydant de |’ extrait agueux de H. coronarium.

L’ extrait de H. coronarium analysé dans cetteprésente étude a révél é une capacité a piéger
le radical DPPH" plus élevée par rapport a celui éudié par Ray et a. (2018) dont |a capacité
est a (1Cs0=1,34+0,03 mg/g). La variation de I’ activité entre notre échantillon et celui de ces
auteurs pourrait étre attribuée aux conditions d extraction ains quaux conditions
environnementales, la saison de la récolte et les facteurs génétiques (Levizou and others,
2004).

IV.5.2 Pouvoir réducteur

La mesure du pouvoir réducteur est un souvent employé pour évaluer la capacité d’ un
éventuel antioxydant a donner des électrons (Zouari and others, 2013). Cette aptitude de
réduction peut servir d'indicateur significatif de ses activités antioxydantes. Dans cet essal, le
virage de couleur alant de jaune a vert-bleuétre de la solution indique I'importance du

pouvoir réducteur de |’ échantillon (Moreira and others, 2008).

L’ extrait agueux de S. oleraceus et I’ extrait contenant des nanoparticules d’ argent ont
montré une capacité réductrice de 1,19+0,09 et 1,46+0,22 mg/g équivaent Trolox,
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respectivement (Figure N°20). De cefait, |’ extrait contenant des nanoparticules amontré une
meilleure capacité a réduire le fer ferrique en fer ferreux avec une différence significative a
P<0,05. Cependant, I’extrait de cette plante étudié par Jimoh et Afolayan (2011) a enregistré
un fort pouvoir réducteur (29,86+4,85 mg/g équivalent Fell).

18 -M 1,19+0,09

a

1,6
1,4 b
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Extrait avec Np d'Ag Extrait sans Np d'Ag

Teneur en mg/g E Trolox

Figure N°20 : pouvoir réducteur de S. oleraceus.

Concernant H. coronarium, son extrait aqueux a révélé une capacité réductrice plus
grande (1,32+0,02 mg/g équivaent Trolox) avec une différence significative a P<0,05 que
I’ extrait contenant les nanoparticules (0,96+0,10 mg/g équivalent Trolox) (Figure N°21).

Ray et a. (2018) ont trouvé une capacité réductrice modérée (1Cso=1,32+0,03mg /mL) pour

I’extrait H. coronarium.
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Figure N°21: Pouvoir réducteur d’'H. Coronarium.

IV.6. Evaluation de ['activité antibactérienne des nanoparticules
synthétisées
Dans cette partie du travail nous avons testé |’ activité antibactérienne des NPsAg, de la
solution de nitrate d’argent, ainsi que les extraits agueux des deux plantes étudiées (S
oleraceus et H. coronarium) sur quatre souches bactériennes. Il s'agit de:
- Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa (Bactérie a GRAM négatif).
-Saphylococcus aureus et Saphylococcus aureus résistante a la méticilline (SARM)(Bactérie
a GRAM positif).

Ce test a été développé pour déterminer |’ activité antibactérienne d’un échantillon en
mesurant une zone d’inhibition de la croissance des bactéries autour de I’ échantillon. Cette
zone d’inhibition met en évidence la diffusion de I’ agent antibactérien. Les photographies des

boites de Pétri sont illustrées dans la (figure N°25).

Les nanoparticules argentées synthétisées a partir de S. oleraceus et H. coronarium
ont montré une bonne activité antibactérienne vis-a-vis de toutes les bactéries utilisées dans la
présente étude. Toutefois, les nanoparticules argentées synthétisé a partir de H. coronarium
montrent une forte activité antibactérienne par rapport a celles synthétisées avec S. oleraceus
vis-avis de trois souches : P. aeruginosa, S. aureus et SARM. L’ effet était faible seulement a
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I’égard d'E.Cali. Les résultats obtenus des diameétres des zones d’inhibition sont illustrés dans
laFigure N°22.

25 m H.coronarium
—_ m s.oleraceus
e a
g 20 a a a a
5
215 -
S
=
£ 10 -
o
2
& 9
N

0 4

E.coli pseudomonas staphyl ococcus aureus staphyl ococcus SARM

Figure N°22: zones d'inhibitions des NPs Ag synthétisées avec S. oleraceus et H. coronarium.

Les nanoparticules argentées synthétises & partir de S. oleraceus(Figure N°23)ont
montré une forte inhibition de la croissance de S aureus (18,33+1,52 mm). Elles ont
également inhibé la croissance de SARM, E. coli et P. aeruginosa avec des zones d’ inhibition
respectivement de 17+1, 16,33+1,52 et 15 ,66+1,15 mm.

Quant aux nanoparticules argentées synthétisées avec H. Coronarium(Figure N°24),
elles ont montré une zone d’inhibition éevée chez S aureus (19+t0 mm). Les diamétres des
zones d'inhibition pour SARM, P. aeruginosa et E. coli sont de 17,33+2,51, 16,33+0,57 et
15,33+1,15 mm, respectivement.

Selon Mollick et Nayak (2015), les nanoparticules d'argent ont une excellente activité

antibactérienne vis-a&-visE. coli et P. aeruginosa.

En outre, il aété signalé d une part que les nanoparticul es argentées synthéti sees a partir
des deux plantes utiliseées ont montré une forte zone d'inhibition par rapport & la solution
d AgNOs (Figure N°23) (Figure N°24). D’ autre part, les extraits de plantes seuls n’ont pas
montré d’ activité.
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Figure N°23 : Histogramme des zones d’inhibitions des nanoparticules d’ argent de S oleraceus et de
la solution AgNos
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Figure N°24 : Histogramme des zones d'inhibitions des nanoparticules d argent de H. coronarium et

delasolution AgNos
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Figure®25 : photographies des boites de Pétri de I’ activité antibactérienne.
1. AgNOs; 2:.Mélange; 3: Extrait de plante agueux ; S: Sonchus oleraceus; H: Hedysarum
coronarium
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L’ objectif principal de ce travail est de proposer de nouvelles voies de biosynthese des
nanoparticules métalliques d' argent (Ag) en vue de remplacer I'utilisation des réducteurs
chimiques. A cet effet, nous avons chois deux plantes médicinales qui sont Sonchus
oleraceus et Hedysarum coronarium afin de mettre en ceuvre la fabrication de nanoparticules

biologiques.

Lateneur en eau a été déterminée au départ ou les deux plantes ont montré une richesse
hydrique avec des valeurs de 92,13+0,12%et 89,06+0,15% pour S oleraceus et H.
coronarium, respectivement. L’extraction des composés actifs a été réalisée par la méthode
de macération en utilisant I’eau comme solvant d extraction. Cette méthode d’ extraction a
permis de donner des rendements modérés qui sont de 6,4% et 8,0% respectivement pourS.
oleraceus et H. coronarium. Ensuite, une partie de ces extraitsest utilisée pour déterminer
respectivement les teneurs en polyphénols totaux et flavonoides deS.oleraceus (2,54 + 0,32
mg EAG/g MS; 0,47+0,02 mg EQ/g MS) etH .coronarium (1,76 = 0,34mg EAG/g MS,
0,79+0,03 mg EQ/g MS). D’autre part, une autre partie des ces extraits est utilisée en tant
gu’ agent réducteur desions métalliques d’ Ag dans le milieu agueux.

La caractérisation des nanoparticules d’argent synthétisées a été réalisée en associant
des méthodes de caractérisation de surface telles que I'UV-visible, I'infrarouge (IR) et la
diffraction aux rayons X (DRX). Les activités antioxydantes et antibactériennes des extraits
agueux et des nanoparticules élaborées ont été évaluées. L’ activité anti-radica au DPPH" a
révélé une grande activité chez I'extrait aqueux de S. oleraceuspar rapport a I’ extrait
contenant les nanoparticules (1,34+0,06; 1,12+0,05mg/g équivaent Trolox) par contre
H.coronarium montre une activité similaire chez les deux extrait (1,578+0,2;
1,579+0,07mg /g équivaent Trolox)et la capacité a réduire le fer ont révélé |’ extrait content
des nanoparticules a une meilleure pouvoir antioxydant que I’ extrait agueux de S. oleraceus
(1,46+0,22 ;1,19+022 mg /g équivalent Trolox) et |’ extrait aqueux sans NPsAg a un meilleur
pouvoir antioxydant que |’ extrait content des nanoparticules chez H.coronarium (1,32+0,02 ;

0,96+0,1 mg /g équivaent Trolox)

Cependant, I'activité antibactérienne des extraits est améliorée nettement apres
biosynthése des nanoparticules d Ag.Les nanoparticules d argentsynthétisées avec
H.coronarium ont donné des zones d’inhibition avec des diameétres respectivement de 19,
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0+0; 17,3 +2,51; 16,3+0,57 ; 15,33+1,15 mm pour S. aureus, SARM, P. aeruginosa etE. coli.
En outre, les nanoparticules fabriquées a base de S. oleraceusont révélé des zones avec des
diamétres de 18,33 +1,52; 17 +1; 15,66+1,52 et 14,33+1,15 mm pour S. aureus, SARM,E.

coli etP. aeruginosa, respectivement.

Bien que cette partie de travail n’a pas été plus performanteet plus affinée mais elle nous a
permis d’avoir une idée sur les propriétés des nanoparticules d’ argent synthétisées a base de

Soleraceus et H.coronarium, ainsi que sur leurs activités biol ogiques.

En perspectives certains points restent a approfondir, il serait donc intéressant de

compléter cette étude par :

= L’utilisation de microscopie éectronique a transmission (MET) afin de metre en
évidence laforme nanométrique des nanoparticules d’ argent synthétisées ;

= || est également souhaitable d’éendre I’ éude antibactérienne a d’ autres souches et
déterminer le mécanisme et la cinétique d’ inhibition de la croissance bactérienne par
ces nanoparticules;

» Rédlisationd’ une application a I’échelle industriels afin de mener au bien étre de
I’Homme et tiré profit de tout les caractéristiques bénéfiques des nanoparticules d’Ag

dans les divers domaines.
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Annexe N°I : Résultats des courbes d’ étalonnage
1. Courbed’é&alonnage des polyphénaols.

-Courbe d'étalonnage de I'acide galligue, dans une gamme de concentrations allant de 0 a 8
pg/mL.

0,9
0,8 y=0,1116x+ 0,0118
0,7 R? =0,9988

Absorbances a 760 nm

0 2 4 6 8
Concentrations en acide gallique (pg/mL)

Figure n°1 : Courbe d’ étalonnage pour le dosage des polyphénol s totaux

y = 0,0552x + 0,0019

1,.2 R2 =1

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

0 5 10 15 20 25
Concentrations en quercétine (pg/mL)

Absorbances a 430nm (UA)

Figuren® 2: courbe d étalonnages pour e dosage des flavonoides.
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Figure n°3 : courbe d’étalonnage de DPPH.
0,6
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y =1,4244x-0,0137 @
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concentration mg/ml

Figuren®4 : courbe d’ étalonnage du pouvoir réducteur en équivalents trol ox.
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- Résultats d’analyses statistiques des composées polyphénols

1-Dosage

Annexes

N°II

des polyphénols :

Cellule N°

Test LSD ; variable polyphenol (Feuille de données
Groupes Homogeénes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter =,11313, dl = 6,0000
Varl |polyphenol | a | b
Moyenne

1

n

1,762485 ****

2

>

Kkkk

2,541697

2-Dosage

des flavonoides

Test LSD ; variable flavonoide (Feuille de donnée
Groupes Homogeénes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter =,00082, dl = 4,0000

Varl |flavonoide | a | b
Cellule N° Moyenne
1 s| 0,474821 *x**
2 h|| 0,798483 Foxkk
-Résultats statistique de teste d’humidité :
Test LSD ; variable HUMIDITé (Feuille de donnée:
Groupes Homogeénes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter =,01833, dl = 4,0000
Varl | HUMIDITé| a | b
Cellule N° Moyenne
2 hf| 89,06667 ****
1 s| 92,13333 rkkk

-Résultats d’analyses statistiques de I’activité antioxydantes

1- Activités antioxydantes du pouvoir réducteur

Test LSD ; variable Var2 (Feuille pouvoir reducteu
Groupes Homogeénes, alpha =,05000
Erreur : MC Inter = ,01804, dI = 7,0000
Varl| Var2 a|b|c
Cellule N° Moyenne
3 ha|| 0,962071 | ****
2 SS|| 1,195202 | ****| *xxx
4 hsjf 1,329180 Hkkk | dekekek
1 sa| 1,463075 ik
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2-Activités antioxydantes DPPH

Test LSD ; variable DPPH (Feuille)
Groupes Homogenes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter =,01377, dI = 8,000(

ECHT| DPPH a|b
Cellule N° Moyenne
1 S.A[ 1,127360 ****
2 S.S|| 1,345387 | ****
4 H.S|| 1,578027 ko
3 H.AJ| 1,579733 ok

Annexe N°I11
- résultat statistiquesdel’ Activité Antibactérienne

1-Résultats des analyses statistique des zones d’inhibition vis-&Vvisdes NPsd' Ag

Test LSD ; variable Var8 (Feuille de données6)
Groupes Homogenes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter =,16667, dl = 4,0000

Var7 Var8 a b
Cellule N° Moyenne
2 hagp [ 14,00000 @ ****
1 hap| 16,33333 Fhrk

Test LSD ; variable Var6 (Feuille de données6)
Groupes Homogenes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter = 3,3333, dl = 4,0000

Var5 Var6 a
Cellule N° Moyenne
2 hags || 14,33333 @ ****
1 has| 17,33333 | ****

Test LSD ; variable Var4 (Feuille de données6)
Groupes Homogeénes, alpha =,05000
Erreur : MC Inter = 2,0000, dI = 4,0000

Var3 Var4 1
Cellule N° Moyenne
2 hagal| 17,0000C ****
1 haal 19,0000C ****

Test LSD ; variable Var2 (Feuille de données6)
Groupes Homogeénes, alpha =,05000

Erreur : MC Inter = ,83333, dl = 4,0000

Varl Var2 a
Cellule N° Moyenne
2 hage| 14,3333z ****

1 hael| 15,33333 ****
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Test LSD ; variable Var2 (Feuille de données1)
Groupes Homogeénes, alpha =,05000
Erreur : MC Inter = 1,3333, dl = 4,0000
Varl Var2
Cellule N° Moyenne
2 sAgNO3.e 14,66667 Fkkk
1 sae 15,66667 i
Test LSD ; variable Var4 (Feuille de données1)
Groupes Homogeénes, alpha =,05000
Erreur : MC Inter = ,66667, dl = 4,0000
Var3 Var4 a b
Cellule N° Moyenne
2 sAgNO3.s 14,66667 Fkkk
1 sas 17,00000 Frkk
Test LSD ; variable Var6 (Feuille de données1)
Groupes Homogénes, alpha =,05000
Erreur : MC Inter = 1,8333, dI = 4,0000
Varb Var6 a
Cellule N° Moyenne
2 sAgNO3.a 16,33333 | ****
1 saa || 18,33333 | *x**
Test LSD ; variable Var8 (Feuille de donnéesl)
Groupes Homogeénes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter = ,83333, dl = 4,0000
Var7 Var8 a
Cellule N° Movenne
2 SAgNO3.p 14,33333 |
1 sap || 14,33333 | *xxx

2-Résultats des analyses statistique des zones d’inhibition Vis-a-vis des souches:

Test LSD ; variable Var2 (Feuille de données17)
Groupes Homogeénes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter = 1,7500, dl = 8,0000
Varl Var2 a b c
Cellule N° Moyenne
4 SAP 14,33333 | *rx*
1 SAE 15,66667 | *rxk | kkkx
3 SAS 17,00000 Fhkk |k
2 SAA || 18,33333 i
Test LSD ; variable Var5 (Feuille de données17)
Groupes Homogeénes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter = 2,0000, dI = 8,0000
Var4d Var5 a b
Cellule N° Moyenne
1 HAE 15,33333 | ***
4 HAP 16,33333 | ****
3 HAS 17,33333 | *kk | ek
2 HAA || 19,00000 Fhkk
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Annexe N°VI: résultats d’analyse DRX

Tableau : Indexation de crétes a partir de I'espacement d

Annexes N°V

-composition des milieux de cultures utilisées

1-Bouillon nutritif
Peptone 10g

Extrait de viande 59
Chlorure de sodium 5g

pH 7,2

2-Géose Mudler Hinton
Extrait deviande 2 g
Hydrolysat acide de caséine 17,5 g
Amidon15g

Agar 10 g

pH 7,4

- Matérid et produits utilises
1-Appareillage

Hotte (FASTER TWO30)
Autoclave.

Bain-marie (Raypa).

Balance de précision (RADWAG).
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Broyeur (Kika Labortechnik).

Centrifugeuse SIGMA.

Etuve MEMMERT.

Spectrophotométre UV -visible (RAY LEIGH 1800).
Vortex(VELP).

2- Produits chimiques

Acetone Eau physiologique (1g NaCl dans un litre d’ eau distillée).
Acide galique.

Agar 2%

Carbonate de sodium (N&COs).

Chlorure d'auminium (AICl3).

Ethanol: (C2HeO), 99%, MM=46.07 g/mol, d=0.81.
Folin-Ciocalteu.

Quercétine.

Trolox.



Résumé

La biosynthése verte des nanoparticules se développe de plus en plus rapidement et de maniére quasi
universelle, et ce phénoméne est particulierement marqué pour les nanoparticules d argent
responsables de protection de denrées aimentaires, et leurs utilisation comme puissant agent
antibactérien. L’objectif de ce travail c'est la caractérisation des nanoparticules d argent
biosynthétisées a partir d'extraits de deux plantes comestibles Sonchus oleraceus et Hedysarum
coronarium. Au préalable, le test d’humidité a montré que les parties aériennes des deux plantes ont
montré une richesse hydrique de I’ ordre de 92,13+ 0,12 et 89,06+0,15%, respectivement. L’ extraction
par macération a fourni des rendements de I’ ordre de 6,4 et 8%, respectivement pour Soleraceus et
H.coronarium. Le dosage phytochimique a révélé des teneurs en polyphénols totaux et flavonoides
respectivement de 2,54 + 0,32 mg EAG/g MSet 0,47+0,02 mg EQ/g MS pour S.oleraceus et 1,76 +
0,34 mg EAG/g MS et 0,79+0,03 mg EQ/g MS pour H .coronarium. Entre autres, ces extraits sont
utilisés en tant qu'agent réducteur des ions métalliques d’ Ag dans le milieu aqueux. Ensuite, les
nanoparticules fabriquées ont été caractérisées par la spectroscopie UV-Vis, la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), la spectroscopie de diffraction des rayons X (DRX). Ces
différentes méthodes ont confirmé la présence des nanoparticules d'argent et leur interaction
moléculaire ainsi que leur nature cristalines. L’activité anti-radicalaire (DPPH®) et le pouvoir
réducteur des deux extraits aqueux et des nanoparticules fabriquées présentent des valeurs
respectivement de I’ordre de 1,12+0,05 et 1,58+0,07 mg/g équivalent Trolox pour Soleraceus et
1,46+0,22 et 0,96+0,10 mg/g E Trolox pour H.coronarium. La présente éude a permis de démontrer
I’ absence de I’ activité antibactérienne des deux extraits mais une activité antibactérienne importante
est notée pour les nanoparticules biosynthétisées a base des deux espéces al’ égard de Saphylococcus
aureus et SARM

Mots clés : Sonchus oleraceus; Hedysarum coronarium; nanoparticules; composés phénoliques;
activité antioxydante ; activité antibactérienne.

Abstract

The green biosynthesis of nanoparticles is growing rapidy and amost universaly, and this
phenomenon is particularly pronounced for silver nanoparticles responsible for the protection of
foodstuffs, and their use as a powerful antibacterial agent. The objective of this study is the
characterization of silver nanoparticles biosynthesized by the extracts of two edible plants Sonchus
oleraceus and Hedysarum coronarium. Previously, the moisture test showed that the aeria parts of
both plants showed a water richness of about 92.13 + 0.12 and 89.06 + 0.15%, respectively. Extraction
by maceration yielded about 6.4 and 8% for S oleraceus and H. coronarium, respectively. The
phytochemical assay reveaed total phenolics and flavonoid contents respectively of 2.54 £ 0.32 mg
EAG/ gMSand 0.47 + 0.02 mg EQ/g DM for S .oleraceus and 1.76 + 0,. 34 mg EAG / g MS and
0.79 = 0.03 mg EQ/g DM for H .coronarium. Among other things, these extracts are used as a
reducing agent for Ag metal ions in the aqueous medium. Then, the manufactured nanoparticles were
characterized by UV-Vis spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray
diffraction spectroscopy (XRD). These different methods have confirmed the presence of silver
nanoparticles and their molecular interaction as well as their crystaline nature. The anti-radica
activity (DPPHe) and the reducing power of the two agueous extracts and the nanoparticles
manufactured have values respectively of 1.12 + 0.05 and 1.58 + 0.07 mg/g Trolox equivalent for
Soleraceus and 1.46 + 0.22 and 0.96 + 0.10 mg/g Trolox E for H.coronarium. The present study has
demonstrated the absence of the antibacterial activity of the two extracts but a significant antibacteria
activity is noted for the nanoparticles biosynthesized by the two species with respect to
Saphylococcus aureus and MRSA.

Keywords: Sonchus oleraceus, Hedysarum coronarium; nanoparticles, phenolic compounds;
antioxidant activity; antibacteria activity.
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