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Résumeé

Le but de cette étude est de déterminer et d’évaluer I’activité antimicrobienne et antifongique
des extraits provenant de six plantes médicinales a savoir 1’écorce de grenade de I’espéce
punicagranatum, pistacialentiscus, cistusmensipliensis, cistusincanus, taxusbaccata et
arbutusunedo ainsi que des nanoparticules d’argent synthétisées par les plantes. L’extraction
se fait par macération. Les extraits ont été préparés, par le solvant éthanol et I’extrait aqueux.
Le pouvoir antimicrobien des extraits des six plantes et leurs associations entre eux et avec les
nanoparticules ont été évalués, in vitro, vis-a-vis de neuf souches microbiennes, par la
méthode de diffusion des disques. Une analyse physicochimique CPG-MS et une
caractérisation des nanoparticules d’argent ont été¢ faites a 1’Institut National de
Criminalistique et de Criminologie de la Gendarmerie Bouchaoui, Alger.
L’¢tude est portée sur un screening de ces plantes pour leur activité antioxydant évaluée in
vitro par le test : D’action anti-radicalaire contre le radical DPPH, [D’activité anti-
inflammatoire, la toxicité de notre extrait et les AgNPs et les produits finis faits au niveau de
SAIDAL Médéa (laboratoire physicochimie et pharmacotoxicologie). Enfin, a partir des
extraits éthanoliques obtenus, trois produits ont été formulés (un gel buvable et que deux
pommades). Le gel buvable est considéré comme un complément alimentaire d’origine
vegétative a plusieurs fins thérapeutiques: antimicrobien, anti-infection pulmonaire et anti
bronchite. Les deux pommades ont été formulées pour les infections cutanées, et
anticicatrisantes. Tous les produits formulés dans cette étude ont été testés sur les lapins et ont
montré des résultats prometteurs. Les extraits des plantes et AgNPs ont montré une forte
activité antimicrobienne contre quelques microorganismes testés. La meilleure activité
inhibitrice était contre Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, contre Staphylococcus
aureus ATCC 6538 et contre Pseudomonas aeruginosa ATCC9027. L’utilisation de 1’extrait
¢thanolique dans 1’analyse par CPG-MS a indiqué plusieurs composants dans les extraits. Les
valeurs d’IC50 obtenues par le test de DPPH en comparaison avec I'IC 50 de 1’acide
ascorbique qui donne 0,06 mg/ml. De tres bons résultats ont été obtenus vis-a-vis les activités

anti-inflammatoires et anticicatrisantes, la toxicité et test de tolérance cutanée.

Mots clés :punicagranatum, pistacialentiscus, cistusmensipliensis, cistusincanus
taxusbaccata, arbutusunedo, AgNPs, antimicrobien, CGMS, antioxydant, anti-inflammatoire,

toxicité aiglie, anticicatrisante, tolérance cutanée, gel buvable, pommades.



Absract

The aim of thisstudyis to determine and evaluate the antimicrobial and antifungalactivity of
extractsfrom six medicinal plants, namelypomegranatebark of the speciespunicagranatum,
pistacialentiscus, cistusmensipliensis, cistusincanus, taxusbaccata and arbutusunedo as well as
silvernanoparticlessynthesized by the plants. The extraction isdone by maceration. The
extractswereprepared by ethanolsolvent and aqueousextract. The antimicrobial power of the
extracts of the six plants and their associations witheachother and with the
nanoparticleswereevaluated, in vitro, againstninemicrobialstrains, by the disc diffusion
method GC-MS physicochemicalanalysis and characterization of
silvernanoparticleswereperformedat the National Institute of Criminalistics and Criminology
of the Gendarmerie Bouchaoui,Alger. The studyisfocused on a screening of these plants for
theirantioxidantactivityevaluated in vitro by the test: the anti-radical action against the DPPH
radical, As well as the anti-inflammatoryactivity, the toxicity of ourextract and AgNPs and the
finishedproducts made at SAIDAL Médéa (physicochemistry and
pharmacotoxicologylaboratory). Finally, from the ethanolicextractsobtained,
threeproductswereformulated (one drinkable gel and twoointments). The drinkable gel
isconsidered a  foodsupplement of  vegetativeoriginwithseveraltherapeuticpurposes:
antimicrobial, anti-pulmonary infection and anti-bronchitis. The twoointmentswereformulated
as anti-infection skin, anticoagulant and anticicatrising. All the productsformulated in
thisstudyweretested on rabbits and showedpromisingresults. The plant extracts and
AgNPsshowedstrongantimicrobialactivityagainstsometestedmicroorganisms. The best
inhibitoryactivitywasagainst ~ Staphylococcus  epidermidis ATCC 12228, against
Staphylococcus aureus ATCC 6538 and against Pseudomonas aeruginosa ATCC9027. The
use of the ethanolicextract in the GC-MS analysisindicatedseveral components in the extracts.
The I1C50 values obtained by the DPPH test in comparisonwith the IC50 of
ascorbicacidwhichgives 0.06 mg/ml. Very good resultswereobtainedregarding anti-

inflammatory  and  anticicatrisingactivities, toxicity —and skin  tolerance test.

Key words:punicagranatum, pistacialentiscus, cistusmensipliensis, cistusincanus
taxusbaccata, arbutusunedo, AgNPs, antimicrobial, MS, antioxidant, anti-inflammatory,

acute toxicity, anticicatrisant, skin tolerance, drinkable gel, ointments.
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Introduction

Pendant des milliers d'années, les civilisations du monde entier ont utilisé des plantes
médicinales pour traiter une variété de maladies. La plus ancienne preuve écrite de I'utilisation
de plantes médicinales a été trouvée sur une plaque d'argile sumérienne, d'environ 5000 ans
(Petrovska, 2012).

De nos jours, les plantes médicinales traditionnelles continuent d'étre la principale source de
soins de santé dans de nombreux pays en développement et régions rurales. Les études
ethnobotaniques se sont révelées trés utiles pour identifier les plantes bioactives, et de plusieurs
recherches ont été Menées sur les activités et la composition chimique des plantes
ethnomédicinales (Reverter et al., 2017). Les plantes deviennent de plus en plus populaires
dans la société moderne comme alternatives naturelles ou compléments aux produits chimiques
de synthese. Les produits naturels et leurs dérivés (y compris les antibiotiques) représentent
plus de 50% de tous les médicaments a usage clinique dans le monde. Les plantes supérieures
contribuent a pas moins de 25% au total (Van Wyk et Wink, 2018).

De nos jours, dans de nombreux pays du monde, les plantes aromatiques et médicinales ont
recu une attention croissante (Al-Tawaha et al., 2014). En Algérie, de nombreux chercheurs
ont étudier et explorer les constituants bioactifs de leur métabolisme secondaire, pour autoriser
leur utilisation prolongée en médecine populaire (Bouzouina et al., 2016).Avec plus de 3139
especes (Quézel et Santa, 1963), la flore algérienne est I'une des plus riches d'Afrique du Nord.
Parallelement a sa richesse en biodiversité, I'Algérie a une riche tradition médicale a base de
plantes (Miara et al., 2018). Parmi cette végétation, on trouve un grand nombre de plantes
aromatiques et médicinales y pousse spontanément qui constituent une source de substances
ayant des vertus thérapeutiques diverses, utilisées depuis 1’Antiquité dans la pharmacopée

traditionnelle et pour I’aromatisation des aliments.

Le stress oxydant est impliqué dans de tres nombreuses maladies comme facteur déclenchant
ou associé a des complications, la plupart des maladies induites par le stress oxydant

Depuis quelques années, nombreuses études sont menées sur la biosynthése des nanoparticules
a base de micro-organismes producteurs de métabolites secondaires et des extraits de plantes

dans le but d’augmenter la capacité antimicrobiennes des métabolites secondaires
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En se basant sur tous ce qui a été mentionné, on est arrivé a tracer plusieurs objectifs de notre
travail apres avoir sélectionner six plantes médicinales, punica granatum, pistacia lentiscus, cistus
mensipliensis, cistus incanus, taxus baccata et arbutus unedo, selon la pauvreté des travaux sur

certaines plantes ainsi que les effets synergiques qui existent entre ces dernieres.

Notre étude porte alors sur une étude comparative du pouvoir antimicrobien des extraits ethanoliques
de I’écorce de grenade (Punica granatum), du lentisque (Pistacia lentiscus), de I’if (Taxus baccata), du
Ciste de Montpellier (Cistus mensipeliensis), de Ciste de crete (Cistus creticus) et de 1’arbousier
(Arbutus unedo) et celui des nanoparticules d’argent (AgNPs) synthétisés a base des extraits aqueux du
lentisque (Pistacia lentiscus) et du Ciste de créte (Cistus creticus)

Notre mémoire est composé alors de deux grandes parties:

La premicre partie propose une mise au point bibliographique consacrée a I’é¢tude des plantes

médicinales et ses activités biologiques y compris nos plantes.
La seconde partie expérimentale est divisée en :

e une partie qui décrit en détail le matériel végetal et le materiel de laboratoire utilisées

ainsi que la démarche pratique adoptée pour la réalisation de ce travail a savoir :

e une étude comparative du pouvoir antimicrobien des extraits ethanoliques de 1’écorce de
grenade (Punica granatum), du lentisque (Pistacia lentiscus), de I’if (Taxus baccata), du Ciste
de Montpellier (Cistus mensipeliensis), de Ciste de créte (Cistus creticus) et de 1’arbousier
(Arbutus unedo) et celui des nanoparticules d’argent (AgNPs) synthétisés a base des extraits

aqueux du lentisque (Pistacia lentiscus) et du Ciste de créte (Cistus creticus)

e [L’évaluation de I’activité anti-oxydante de I’extrait éthanolique de chaque plante selon
la méthode du piégeage du radical libre DPPH.

e [’évaluation des effets synergiques entre les différents extraits et les nanoparticules synthétisés

dans le but des formulations pharmaceutiques.
e [’évaluation de I’activité anti-inflammatoire et anti cicatrisante, de la toxicité et du test
de tolérance cutanée des formulations pharmaceutiques préparées.

e Etude phytochimique des extrais des plantes.

e Une deuxiéme partie consacrée aux résultats obtenus et leur discussion.

Le manuscrit est achevé par une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre I : Généralités sur les plantes médicinales

1.1 La phytothérapie :

Etymologiquement, le terme phytothérapie vient de deux racines grecques anciennes "phyton”
(plante) et "therapeuein" (cure, soigné). Elle pourrait donc étre traduite par 1’art de soigner a
I’aide des plantes, ou encore la thérapie par le végétal (Jorite., 2015). Au sens large la
phytothérapie est sans doute la plus vieille médecine du monde (Iserin., 2001). Il s’agit d’une
thérapie populaire disponible a tous, qui exploite exclusivement et sous diverses formes des
plantes reconnues comme faiblement ou pas toxique. Grace a une sélection rigoureuse et
attentive opéree de ces plants a travers I’histoire, dans le traitement des maladies chroniques et
les perturbations de tout genre en général, a I’exception des cas trés aigus (Rwangabo., 1993).
L’efficacité d’un traitement de phytothérapie repose avant tout sur le choix des plantes qui le
composent qui est essentiellement la qualité des plantes. La qualité botanique de plante ; qui se
caractérise par I’identification de I’espéce et de la partie active qui posséde des propriétés
thérapeutiques. Ensuite, la qualité chimique qui est déterminée par la pureté de la plante, la
teneur en composants actifs et méme la présence des résidus de produit phytosanitaire et les
métaux lourds. Enfin, la qualité microbiologique des plantes afin de garantir leur innocuité
(Kudjued -Bunneton et Sauvain.,1989).

1.2 Les plantes médicinales :

Selon la définition formulée par le groupe consultatif de I’OMS, les plantes médicinales sont
définies comme suit « ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant
étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthése des drogues
utiles » (Sofowora., 2010). Ces plantes médicinales peuvent également avoir des usages
alimentaires, condimentaires ou hygiéniques (Chabrier., 2010).

D’aprés le docteur Al-Snafi, prés de 80% de la population mondiale utilise les plantes pour se
soigner (Al-Snafi., 2016). En effet le recours aux pratiques de soins traditionnels est tres ancré
dans les habitudes, pour deux raisons. Le premier est d’ordre curatif : les plantes contiennent
des principes actifs qui exercent une action biologique directe sur I'organisme. Le second est
d’ordre économique et infrastructurelle : principalement le colt élevé des prestations et des

médicaments importés (Adiko., 2014).
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1.3 Les éléments actifs des plantes médicinales :

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base (Acides
nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides). Les plantes produisent, en plus, un
grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la photosynthese, mais
résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont appelés métabolites
secondaires. De nos jours, un grand nombre de ces composeés sont utilisés en médecine moderne

et une majorité de ceux-ci le sont selon leur usage traditionnel.

1.3.1 Les polyphénols :

1.3.1.1 Définition des polyphénols :

Les polyphénols dénommeés aussi composés phénoliques constituent une famille de molécules
tres largement répandues dans le regne végétal. lls se trouvent dans les plantes, depuis les
racines jusqu’aux fruits. Ils proviennent du métabolisme secondaire et englobent
approximativement 10000 composés naturels identifiés (Hynes et O’coinceanainn, 2001 ;
TORREGGIANI et al., 2005). Les polyphénols, divisés en une dizaine de classes chimigues,
qui présentent toutes un point commun qui est la présence dans leur structure d’au moins un
cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles
OH libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Kakhlon et
Cabantchik,2002 ; Welch et al., 2002).

OH

Figure 1 : Structure du phénol (Macheix et al., 2006)

1.3.1.2 La classification des polyphénols :
La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de

noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. Ils sont distingués en deux
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catégories : les composés phénoliques simples et les composes phénoliques complexes
(Clifford., 1999 ; D’archivio et al., 2007).

A)- Les polyphénols simples :

Ce sont les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du
simple phénol en C6 (non présent naturellement chez les végétaux) aux flavonoides en C15 et
a des molécules proches. Sauf exception, ces substances sont présentes sous forme soluble dans

la vacuole (Bendjabeur., 2012).

> Les acides phénoliques : Ce sont des composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique, contenus dans un certain
nombre de plantes agricoles et médicinales principalement dans la grenade qui contient
de l'acide gallique et 1’acide ellagique (Psotova et al., 2003). lls sont représentés par
deux sous-classes : les dérivés de I’acide hydroxybenzoique et de 1’acide

hydroxycinnamique (Bruneton., 2008).

R2 Rl

R3

R4

Figure 2 : Structures chimiques des acides phénoliques
(Manach et al., 2004)

» Les flavonoides : Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base
a quinze atomes de carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle
central de type pyranne, formant une structure C6-C3-C6 (Ghedira., 2005). Ce sont les

composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. Les flavonoides
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sont des substances généralement colorées présents dans une grande variété d'aliments
(fruits et légumes, céréales, jus de fruits, The et vin...).ll existe plusieurs classes de
flavonoides, dont les principales sont les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les
isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines. La structure de base de ces différents
flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les groupements hydroxyles étant
géneralement en positions 4, 5 et 7. Ces substances existent généralement sous forme
de glycosides (Hakkinen et al., 1999).

l

“xwff - <
A '{H EI)
J-FF/_,./"".-H-\. .

.I.

Figure 3 : Structure de base des flavonoides (Erd man et al., 2007).

B)- Polyphénols complexes (tanins) :

Les tanins représentent une classe tres importante de polyphénols qui se trouvent dans de
nombreux végétaux tels que les écorces d'arbre et les fruits (raisin, grenade, datte, café,
cacao...) localisés dans les vacuoles. Historiquement, le terme « tanin » regroupe des composés
polyphénoliques caractérisés par leurs propriétés de combinaison aux protéines. Leur structure
complexe est formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres
asymeétriques et leur degré d'oxydation (Aguilera-carbo., 2008).Sur le plan structural, les tanins

sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et tanins condensés :

» Tanins hydrolysables : Sont des esters du D-glucose et de I’acide gallique ou de
ses dérivés, en particulier I’acide ellagique et sont des substances facilement
hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (tannase) (Cowan., 1999 ; O’connell
et Fox., 2001).

» Tannins condensés : Les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des

polyméres constitués d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et

C8 ou C4 et C6 (O’connell et Fox., 2001). En raison de leur complication avec les
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protéines salivaires, les tanins condensés sont responsables de I'astringence

caractéristique des fruits avant maturité.

HO  OH l_;-.’."-»,y..':"i
. I
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Figure 4 :(a) structure chimique des tanins hydrolysables.

(b) tanins condenseées.

1.3.1.3 Les composés volatils :

Nommés parfois essence végétale (latin : essentia, « nature d’une chose ») (Soualeh et
Soulimani., 2016). Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites
secondaires volatiles, isolées des plantes par expression mécanique (Guinoiseau., 2010), Ou
par hydrodistillation du végétal. Une fois la phase aqueuse éliminée par décantation du distillat,
la phase organique supérieure contient essentiellement des substances volatiles terpéniques a
10 et 15 atomes de carbones, dites mono- et sesquiterpénes (Nicolas et Elisabeth., 2013). La
composition générale des huiles essentielles extraites de quelques plantes Cistaceae est un
mélange de terpénes (monoterpenes, sesquiterpenes, diterpénes labdaniques) et leurs dérivés
esters (Dimitra et al,. 2014).
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1.4 L’écorce de grenadier punica granatum :

1.4.1 Généralité sur la grenade :

Le grenadier est une espéce fruitiére pérenne tolérante la sécheresse capable de valoriser les
sols pauvres et salins. Il joue de grandes capacités d’adaptation aux conditions de milieu
caractérisees par une aridité climatique marquée.

Sur le plan environnemental, le grenadier joue un role tres important dans la protection, la
restauration et la fixation des sols. Ses plantations ont connu une grande extension dans de
différentes régions du monde et ont conduit a une augmentation de la production. Cette derniére
a stimulé le développement des industries de transformation de jus de grenades et la
prolifération des compagnies pharmaceutiques qui opérent dans 1’extraction des composes

bénéfiques des fruits.

1.4.2 Origine et histoire de la grenade :

Depuis des milliers d’années, le grenadier, Punica granatum, ses fruits, ses graines, son écorce
et ses fleurs sont utilisés, au Moyen-Orient et en Asie, régions dont cet arbuste est originaire,
pour leurs propriétés médicinales.

Prescrit de facon empirique dans les médecines traditionnelles pour soigner les maladies gastro-
intestinales et les infections cutanées, le grenadier fait son apparition dans la pharmacothérapie
francaise en 1818 (Wald., 2009). La grenade (Punica granatum L.) est le membre principal de
la famille des punicaceae, qui partage sa famille botanique uniquement avec Punica
protopunica (grenadier de Socotra).Ce dernier est recensé exclusivement sur I’ile de Socotra,
située dans 1’océan Indien, au large des cOtes de Somalie plus de 1000 cultivars de p.granatum

existent. Ce fruit est originaire d’Iran et d’ Afghanistan (Spilmont., 2013).

Figure 5 : Aspect général de grenadier (punica granatum)
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1.4.3 Les Caractéristiques générales de I’espéce punica granatum :

Tableau 1 : Les caractéristiques générales de 1’espece P.granatum

Espéce Variété Caractéristiques générales

- C’est un arbuste souvent
- Corda travita épineux de 2 a 4 m, a
I’écorce  brun rougeatre
- Moller d’Elch X
oller d’Elche devenant grise.

- Mellisse - Les feuilles de 3 cm sont
Punica granatum . persistantes, opposées, plus
. - Sulfani . S
(grenadier) coriaces que 1’espéce
- Messaad granatum, vert foncé brillant

- Chelfi - Les fleurs roses sont en
forme de trompette.

- Baghwa - Le petit fruit de 2 & 3 cm est

acide et apre.

1.4.4 Classification :

Une classification systématique de P.granatum (spichiger,savolainen et al., 2004).

v' Embranchement : Spermaphytes
Sous-Embrancheme:Angioospermes
Classe :Décotylédones vraies
Sous-Classe :Rosidées

Ordre : Myrtales

Famille : Lythraceae

Genre : Punica

Espéce : Punica granatum

AN NI NN VNN

Figure 6 : plante et classification de punica granatum

1.4.5 La production de grenade dans le monde et en Algérie :
Dans le monde, les plus importants producteurs de grenades sont les pays d’Orient dont 1’Iran
(production annuelle de 665 000 tonnes [2003]), la Turquie, la Transcaucasie et I’Inde mais

aussi dans la zone méditerranéenne dont la Tunisie, le Maroc, I’Espagne, 1’Italie et la Grece.
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Aux Etats-Unis, la culture de la grenade est également tres développée et plus particulierement
en Californie (Newman., 2007).

En Algérie, I’arboriculture fruitiére est trés diversifiée. Elle est constituée de plusieurs especes
comme le grenadier. Bien que le grenadier soit peu exigeant, les plantations de ce fruit en
Algérie ne sont pas tres importantes, il existe 14 variétés homologuées de grenadier. Parmi

elles, seulement 4 variétés sont réellement utilisées (INRAA .,2006).

1.4.6 Composition biochimique et valeur nutritionnelle de la peau de grenade

La peau de la grenade est composée d’eau (80%), de polysaccharides complexes (8%),dont des
polysaccharides solubles (5%), représentés par des pectines et de I’hemicellulose ,Elle contient
aussi des minéraux, dont le potassium, calcium, magnésium, phosphore et sodium (Jahfar et
al., 2003 ; Viuda-Martoset al., 2010).

Sa particularité réside en sa richesse en polyphénols (entre 3 et 7%). C’est cette classe de
molécules de la peau qui est la mieux décrite. Celle-ci est majoritairement composée
d’ellagitannins (75 a 90% des polyphénols), notamment la punicalagine et la punicaline, mais
elle contient également d’autres tannins hydrolysables tels que les acides ellagique et
gallagique, des anthocyanines (les mémes que pour le jus), des flavan-3-ols et flavonoides
(catechine, epicatechine, luteoline, kaempferol, quercetine, rutine), des acides
hydroxycinnamiques (les mémes que pour le jus) et des proanthocyanidines (Ozcal et Dinc,
1993 ; Lansky et Newman 2007; DEIll'agli et al., 2010)

Arille
(pulpe +
graine)

Ecorce

(A)

Figure 7 : (A) Schéma détaillant de la structure de la grenade.

(B) écorce de grenade.
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1.4.7 Utilisation traditionnelle de punica granatum :

La grenade a été longtemps approuvée comme aliment et medicament et comme régime dans
la convalescence apres diarrhée. La partie officinale, I'écorce du fruit est astringente, digestive,
cardiotonique, agent stomachique et elle est fortement efficace dans la diarrhée et la dysenterie
chronique, la dyspepsie, la colite (inflammation de l'intestin), les hémorroides et les désordres

utérins (Sivarajan et Balachandran, 1994).
1.5 Cistus mensipliensis L .et Cistus incanus L :

1.5.1 Généralité :

Le genre Cistus fait partie de la famille de Cistaceae, sont en général des arbustes, sous-
arbrisseaux et plus rarement des plantes herbacées. Elles peuvent étre vivaces ou annuelles et
sont caractéristiques des milieux secs et ensoleillés.

Le genre Cistus comporte plusieurs espéces sous forme d’arbustes éternels. Ces arbustes
sauvages se développent dans les bords marocains et méditerranéens (Guzman et Vergas.,
2009) avec 11 especes de Cistus en Algérie: C. ladaniferus L., C. sericeus, C.salvifolius L., C.
Libanotis L., C. Polymorphus, C. villosus L., C. incanus , C. corsicus, C.crispus L.,

C.albidus L., C. monspeliensis L.(Quezel et Santa, 1962).

Figure 8 : Aspect général des plantes du genre cistus.
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1.5.2 Classification :

Selon la classification de (Laraoui., 2016).

<

Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Dilleniidae
Ordre : Violales

Famille : Cistaceae

Genre : Cistus

N N N N N Y RN

Espece : Cistus incanus L (C.creticus); Cistus monspeliensis L

Figure 9 : plante et classification de Cistus mensipliensis L (Fleur blanche) et Cistus incanus

L (fleur mauve)

1.5.3 Composition chimique de cistus incanus et mensipliensis :

La majorité des études phytochimiques effectuées sur un nombre important d’espéces du genre
Cistus ont montré la richesse ainsi que la diversité structurale de ce genre en métabolites
secondaires. (Tableau 2, 3, 4, 5, 6).

L’analyse d’un extrait aqueux lyophilisé de C. monsipliensis d’Italie par HPLC-DAD a montré
la richesse de cette espéce en catéchine, gallocatéchine et en acide gallique (Santagati et al.,
2008). Ponponio et ses collaborateurs (2003) ont montré la présence de (+)-catechin et (-)
gallocatechin dans 1’extrait aqueux lyophilisé des parties aériennes de C.monspeliensis d’Italie
par la méthode de Chromatographie €lectrocinétique en microémulsion. Les plantes Cistaceae
sont constituées essentiellement de flavonols O-méthoxylés et/ou O-glycosylés, flavanols et
flavones. Bienque des génines de type myricétine, apigénine, lutéoline, gossypétine,
herbacétineetisorhamnétine ont été isolés a partir de feuilles et de résine de cretan de Cistus
creticus (C.incanus), la présence de flavonoides dérivés du kaempférol et quercétine est

particulierement remarquable dans cette famille (Dimitra., 2014).
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Tableau 2 : flavonoides trouves dans les feuilles d’espéce cistus

Les plantes Flavonoides Pays Références
Cistus
mensipliensis.L Myricétine Espagne Dimitra et al,2014.

-Epicatéchine-(4p—6)-
Catéchine.

-Epigallocatéchine-3-O-
gallate-(4p—6)-
gallocatéchine.

-Epigallocatéchine- Allemaane _
Cistus incanus L (4p—8)-catéchine. g Laraouli,. 2016.

-Epigallocatéchine-
(4p—8)gallocatéchine.

-Epigallocatéchine-3-O-
gallate-(4p—8)-
gallocatéchine.

-Gallocatéchine(4a—8)-
Gallocatéchine-(40—8)-
Gallocatéchine

Tableau 3 : Acides phénoliques trouvés dans les feuilles d’espéce cistus

Les plantes Acides phénoligues Pays Références

Cistus
mensipliensis.L

Acide gallique Allemagne
Cistus incanus L galiiq g Peer., 2014

-Acide salicylique

-Acide gentisique

- Acide protochatéchuique
-Acide vanillique

-Acide caféique

-Acide sinapinique

- Acide néochlorogénique
-Acide
cryptochlorogénique -
Acide chlorogénique

Cistus incanus L Espagne Dimitra et al., 2014
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Tableau 4 : tanins trouvés dans les feuilles d’espece cistus

trihydroxybenzene) 3
— gallotannin

Les plantes Tanins Pays Références
Cistus
mensipliensis.L
Ellagitannine Espagne Dimitra et al., 2014.
Cistus incanus L
Cistus incanus L -proanthocyanidines
-Phlorotannins(1,3,5- Allemagne Peer., 2014

Tableau 5 : monoterpénes trouvés dans les feuilles d’espéce cistus

Les plantes Monoterpénes Pays Références
Cistus -0-pinéne
mensipliensis.L -myrcéne
-limonéne Italie NOgUéS et al., 2015.
-3-carene
-a-pinene

Tableau 6 : diterpénes trouveés dans les feuilles d’espéce cistus

Les plantes

Diterpénes

Pays

Références

Cistus
mensipliensis.L

-15,18-diacétoxy-3-
en-cis-clérodane
-15-acétoxy-3-en-
cis-clérodan-18-ol
-Acide 15-acétoxy-
cis-clerodan-3-en18-
oique
-15-acétoxy-cis-
clérodan-3-én-18-al
-15-hydroxy-cis-
clérodan-3-én-18-al

Gréce

Kalpoutzakis et al,
2003 ; Laraoui.,
2016

——
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1.5.4 Usage traditionnel :

Diverses espéces de Cistus sont utilisées (en lItalie, Gréce, Espagne et Turquie) pour le
traitement de la diarrhée et des ulceres gastro-duodénaux, comme des agents anti-
inflammatoires et antispasmodiques, et comme recours généraux pour plusieurs maladies de la
peau (Attaguile et al., 2004), elles sont utilisées également pour leurs propriétés antidiabétiques
(Orhan et al., 2013), antimicrobiennes, et cytotoxiques (Jemia et al., 2013).

» Cistus creticus L (C. incanus ): La décoction de ses feuilles agit contre les coliques
(Bellakhdar., 1998), Au Maroc, la population utilise les graines et les feuilles de Cistus
Creticus ou Cistus incanus contre les rhumes, le diabéte, les flatulences, les maladies
de I’estomac et les infections cutanées(Saadi et al.,2013)

» Cistus monspeliensis L : Les feuilles de C. monspeliensis sont utilisées en infusion
pour le traitement des douleurs gastriques. Le décocté de la plante entiére de C.
monspeliensis L est utilisé, en cataplasme, pour traiter les blessures (infection cutane)
(Lahsissene et al., 2009). A Marrakech, les graines de quelques especes du genre
Cistus sont apprétées avec des épices, s’emploient comme aliment apéritif. Les graines
pilées de la plupart des cistes sont consommées dans les campagnes marocaines,
comme amuse-gueule. Dans la région de Taineste, ses graines sont utilisées comme
chapelure dans la préparation des gateaux. Dans le nord du Maroc (douar Agan, région
de Talambot), les fruits des cistes (ameril) servent a confectionner le harkds (fard a

tatouage).

1.6 I’Arbousier (Arbutus unedo L.) :

1.6.1 Généralité :

L’Arbousier appartient a la famille des Ericaceae, c’est une grande famille cosmopolite
représentée par 124 genre et environ 4100 espéces (Meberley., 1987; Stevens et al., 2004; In
Lhuilier., 2007). Le genre Arbutus comporte 14 especes disséminées dans les régions
temperées et fraiches de I’hémisphére nord et en Amérique tropicale (Dib., 2008). L’arbousier
est appelé aussi « arbre a fraises », Selon Babo (2007), Arbutus unedo voulait dire « je mange
un seul », allusion au godt désagréable du fruit. Tres présent dans la région méditerranée et

particulier dans les maquis Corse.
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Figure 10 : Aspect général d’ Arbutus unedo L (originale ,2022)

1.6.2 Classification:

Selon Guignard (2001) et Judd et ses colaborateurs (2002), I’ Arbousier est classé comme

suit :

AN N N NN A Y

Regne : Plantae

Embranchement : Spermatophytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotelédone

Sous-classe : Astéridées

Ordre : Ericales

Famille : Ericacées

Genre : Arbutus

Espece : Arbutus unedo

Figure 11: la plante et la classification d’Arbutus unedo L (original, 2022)

1.6.3 Composition chimique d’Arbutus unedo

Les feuilles d’ Arbousier renferment des composés phénoliques parmi lesquels :

YV V V V

Des phénols : environ 3 % d’arbutine, de la méthyl-arbutine, 0,1 % d’hydroquinone libre.
Des acides phénoliques : acide gallique, gaulthérine.

Des flavonoides : flavonols (arbutoflavonols A et B) Environ 37 % de tanins.

Des terpénoides : triterpénes: saponines telles que 1’acide ursolique, I’acide arbutolique
(acide-alcool polyterpénique) ; caroténoides (Anonyme., 2013), et la présence de la
quercitrine, I'isoquercitrine, hypéroside, et de la rutin (Mals et al.,2006). Le fruit contient
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du sucre renversé du saccharose et de 1’acide malique (Couplan., 2009), il contient une
grande concentration de glucides, de 42% a 52% (Ayaz et al., 2000 ;Didi, 2009).

> Lateneur en phénols totaux est estimée par Alarcao-E-Silva et al. (2001) a 14,6 mg/g de
fruit sec, dont 1,01 mg/g sont des anthocyanines. Les tannins avec les autres composés
phénoliques contribueraient au goGt amer du fruit. Parmi les anthocyanines, la cyanidine
a été identifié comme étant le principal contribuant a la couleur rouge caracteristique du

fruit.

D'autres flavonoides ont été découverts comme I'anthocyanine delphinidine-galactoside et les

flavonols tell que la quercetine et kaempferol (Pallauf et al., 2008 ;Didi, 2009)
1.6.4 Utilisation traditionnelle d’Arbousier :

Les feuilles sont utilisees en médecine traditionnelle, en décoction contre les affections des
voies urinaire (cystite en particulier) et dans le traitement des infections rénales mineures
(Bouzid., 2015). En effet, les molécules extraites des feuilles d’ Arbousier présentent une large
gamme d’activités biologiques a savoir : 1’activité astringente, antiagrégant des plaquettes
humaines en raison de ses richesses en tanins, antiseptique, anti-inflammatoire,

antidiarrhétique, anti-hypertension et antidiabétique (Miguel et al., 2014).

Le fruit est reconnu pour avoir des propriétés astringentes, diurétiques, antiseptiques et anti-
inflammatoires (Doukani et al., 2014 ; Moualek et al., 2016). Au Maroc occidental, la plante
est utilisée comme remede naturel pour I’hypertension et aussi contre le diabéte (Bnouham et
al.,2007; El houari., 2007).

1.7 Le pistachier lentisque ( pistacia lentiscus L) :

1.7.1 Généralité :

Le genre Pistacia appartient a la famille des Anacardiacées ou Pistaciacées (Delazar et al.,2004
; Gaussen et al., 1982). Il comprend 11 especes d'arbres et d'arbustes dioiques, dont la majorité
sont connues pour leurs capacités a produire les oléorésines (Onay et Jeffree., 2000; Brickell,
2004).

En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre espéces, Pistacia lentiscus, Pistacia

terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica (Quezel et Santa., 1963).
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Pistacia lentiscus L, pistachier lentisque, ou lentisque est appelé aussi arbre au mastic car sa
séve est utilisée pour la réalisation d'une gomme a odeur prononcee.

Le pistachier lentisque peut s’adapter a des conditions pédoclimatiques difficiles, comme la
sécheresse ou un sol calcaire (Correia et Catarino., 1994) ; il a la capacité de régénérer apres

un incendie de forét ou une déforestation (Ladd et al., 2005)

Figure 12 : Aspect général de pistacia lentiscus L (originale, 2022)

1.7.2 Classification :
La classification admise actuellement est celle de Quezel et Santa (1963) et Dupont et

Guignard (2007).

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous classe : Eurosidées Il

Ordre : Sapindales (Rutales)

Famille : Anacardiacées- Térébinthacées

Genre : Pistacia

AN NN Y N N N

Espece : Pistacia lentiscus L
Figure 13 : plante et classification de pistacia lentiscus L (originale 2022)
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Figure 14 : Aspect morphologique de la plante pistacia lentiscus L

1.7.3 La composition chimique :

Toutes les activités thérapeutiques sont liés aux composés phytochimiques bioactifs en
particulier les phénoliques (Boudieb et al., 2019). Ces dernier représentent I'un des principaux
groupes de composes agissants comme antioxydants primaires ou radicaux libres (Belhachata
et al., 2017) . Cette plante révéle la présence de plusieurs composés principaux : myrcene (19-
25%) ; a-pinéne (16%),; terpinene-4-ol (22%) ; d-3- carene (65%) , myrcene, limonéne,
terpinene-4-ol , a-phellandréne, sabinene, para-cymene et gterpinéne (Benhammou et al.,
2008).

» Partie aérienne : L’analyse phytochimique des extraits de P.lentiscus a révélé que les
parties aériennes sont atteintes dans leur composition chimique comme I'huile essentielle,
alcaloides, produits phénoliques, tanins et saponines (Elgubbi et al., 2017).

» Fruits : Les fruits de lentisques donnent une huile de bonne qualité nutritionnelle en raison
de sa teneur en acides gras saturés (avec métique + gras = 25,8%). En acides gras insaturés
(oléique + linoléique = 73%) (Benhammou et al., 2008) , en gras monoin saturés (oméga3,
bétasitostérol, alpha-tocophérols) et les minéraux un pourcentage de sodium de 0,46%,
calcium 0,37%, phosphore 0,004 % et une teneur en potassium la plus élevée 2,67%
(Chaabani, E et al., 2019),les analyses ont également montré que les principaux composants
des extraits de fruits de P. lentiscus étaient les flavonoides, les tanins et les anthocyanes et
triterpene (Belhachata et al., 2017), et Il contient une grande quantité d'antioxydants

naturels, notamment des polyphénols, des stérols et des tocophérols (Raluca et al., 2019).
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» Les feuilles : Des études précédentes ont montré que I'extrait éthanoique de feuilles est une
source riche de flavonoides, acides phénoliques et tanins avec une forte concentration de
composés phénoliques (Aziba et al., 2019). Elle est également riche de polyphénols
composés (7/5% du poids sec des feuilles) en particulier le galloyl des dérivés comme
I'acide mono, di et tri-O-galloylquinique et monogalloyl glucose. 1,2,3,4,6-Pentagalloyl
glucose. Des dérives de la myricétine ont été determinés comme 20% de la quantité totale
de polyphénols de feuilles de P. lentiscus (Bozorgi et al., 2013). L'huile essentielle de
feuilles contient de la B-caryophylline (31,38%), du germaeréne (12,05%) et du y-cadinéne
(6,48%). Et I'huile hydrodistillée a été analysée par GC-MS et contient de I'a-pinéne, du y-
terpéne et du terpéne4-ol (Elgubbi et al., 2017).

» I'huile essentielle : P. lentiscus est une riche source d'huiles essentielles composant les
acides gras tels que les acides oléique, palmitique et linoléique (représentant 50,72%,
23,16% et 21,75% de la fraction lipidique, respectivement) et les polyphénols et
comprennent le glucuronide de myricétine, myricétine 3-O-rutinoside et myricétine 3-O-
rhamnoside (20% du contenu phénolique total), quercétine 3-O-rhamnoside, delphinidine
3-O-glucoside, cyanidine 3-Oglucoside, acides phénoliques comme I'acide gallique (3,7 mg
/ g de poids sec) et le 5-Ogalloyl quinic acide (9,6 mg / g de poids sec) (Dahmoune et al.,
2014), et il est également contient une grande quantité de phytostérols, en particulier le b-
sitostérol (Meznia et al., 2016), alpha-pinene dans I'huile essentielle a été récemment
signalé, ainsi que les monoterpenes et sesquiterpénes oxygénés sous forme de terpinéne-4-
ol (21,7%) ou élémol (20%) (Nabila et al., 2008).

1.7.4 Utilisation traditionnelle de pistacia lentiscus L :

L’utilisation des dérivés de Pistacia lentiscus L en médecine traditionnelle a fait 1’objet de
plusieurs travaux, toutes les parties de cette plante ont des vertus thérapeutiques, synthétisées

dans le tableau7 suivant :
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Tableau 7 : Utilisation traditionnelle de différentes parties de lentisque.

Fruits Feuille
(Hmimsa.,2004) (Atmani et al., 2009)
(Bensegueni et al., 2007) (Kivcak et Akay, 2005)
v’ Apéritif et astringent.
v" Douleurs dorsales. v" Guérir les troubles.
v" Pour les diabétiques. gastro-intestinaux.
v" Pour le traitement des v" Traitement de ’eczéma.
douleurs d’estomac. v" Traitement de la diarrhée.

v" Soigner les brdlures.

1.8 Taxus baccata (7’if) :

1.8.1 Généralité :

Taxus baccata L, c’est un arbre qui se préte bien a la taille poussant lentement il appelé if, il
est classé parmi les plantes toxiques, est une gymnosperme de la famille des taxacées
(Taxaceae). Le genre Taxus compte une demi-douzaine d’espéces trés proches les unes des

autres, principalement réparties dans 1’hémisphére nord (Bourdu., 1997).

Figure 15 : Aspect général de la plante Taxus baccata L
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1.7.2 Classification :

RN
v" Reégne : plantae A ;{ / @ .
v Sous-régne : tracheobionta L AN~ .
v Division : pinophyta =7 82 :
. . b \ : - \/ X
v Classe : pinopsida =~ '~",\:_,'-‘_f{gq,;3_/~ i
g ]
v" Ordre : taxales 2%
. ) B
v Famille : taxaceae T /*,'4
v' Genre : taxus 3’ SIS
N = ¥/,
v Espece : taxus baccata L. 7 =

Tiaxwes baccate

Figure 16 : classification de la plante Taxus baccata L

(M. W. Chase ,1993 ; E. Anderson and J. N. Owens ,2003)
1.8.3 Description botanique :

L’if, c’est une espece dioique, dont les fleurs unisexuées males ou femelles sont portées par des
arbres différents, ce qui est tres rare chez les gymnospermes. Le fruit ressemble a une baie qui
n’en est pas une. L’arille, qui se colore en rouge a ’automne, résulte du développement d’une
excroissance en forme de cupule, qui est en fait I’expansion du funicule, tissu rattachant I’ovule
au placenta. A I’intérieur de cette cupule, on trouve une graine d’environ six a sept millimétres.
L’if est pollinisé par le vent, et ses principaux agents de dispersion sont les oiseaux, et
particulierement les grives (Turdus sp.). Ces derniéres consomment 1’arille et rejettent les
graines, soit en les régurgitant, soit en les expulsant dans leurs déjections. Le feuillage de I’if
est persistant. Les aiguilles, linéaires et aplaties, terminées par une courte pointe mais non
piquantes, sont solitaires et insérées en spirale. L’arbre peut atteindre 20 a 30 m ; d’aspect trés
variable il est souvent a troncs multiples, mais devient plus arbustif lorsqu’il n’est pas en sous-
bois (Moret et al. 2000 ; Rameau et al ,1993 ; Thomé, 1885).

L’if a une croissance trés lente, il met 70 ans pour atteindre sa maturité sexuelle et peut vivre
tres longtemps. De ce fait, les arbres millénaires ne sont pas rares (Bourdu, 1997), I’on cite des
exemplaires qui auraient plus de 2000 ans. Lorsque I’arbre a été abattu, la souche donne
naissance a des rejets. (On a observé des anomalies de cette espece : racines ou tiges fasciées,

c’est-a-dire soudées en long ; feuilles fasciées) (Thome, 1885).
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Figure 17 : morphologique de la plante Taxus baccata L

1.8.4 La composition biochimique :

Toutes les parties de 1’if sont composeé de la taxine et les alcaloides, donc sont vénéneuses sauf
de I’arille .Ce sont les aiguilles qui en contiennent le plus, et leur teneur augmente a mesure que
la saison avance. Frais ou sec, le degré toxique se maintient au fil des ans et la taxine reste
active apres cuisson, séchage ou conservation de la plante. Elle se trouve également dans les
graines. L’enveloppe de la graine résiste aux sucs digestifs de 1’estomac et de ’intestin et la
graine peut étre éliminée sans dégager de taxine (Favre et Jacomet, 1998). L’if est composé
des flavonoides : 3-O-Rutinoside myricetin 15.3% , 3-O-Rutinoside quercetin 41.2%, 3-O-
Rutinoside kaempferol 11.4%, 7-O-Glucoside quercetin 14.4%, 7-O-Glucoside kaempferol
11.7%, Quercetin 0.7 %, Kaempferol 0.2% , Flavonols 94.9 % , Amentoflavone 1.5 % ,
Bilobetin 0.2 % , 4 _-O-Methylamento- flavone 0.3% , 7-O-Methylamento-flavone 0.4% ,
Ginkgetin 0.4 % , Sciadopitysin 2.3 %, Flavones 5.1% (Krauze-Baranowska et al., 2004).
Elle est composée de taxol A (paclitaxel), 3,5-DMOP ,10-DAB IlI, Baccatin IlI
Cephalomannine, Taxinine M, Taxol A ce sont des molécules anticancéreuse (Siegle et
Pietsch., 2017).

HO, O oH o
OH HQ
o ©
> (o)
HyCO' OCHj, ne o 0 {H&

0, HO" OHO Ty

3.5-DMOP 0 = o ©

10- DABm baccatin

\»
el

ﬁ%@% 5 B0

cephalomannine taxol A taxinine M

Figure 18 : structure chimique des majeurs composés de Taxus baccata
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Chapitre 11 : pharmacologie et toxicologie

11.1 pharmacologie et toxicologie des écorces de grenade (punica granatum) :

La peau de grenade est riche en polyphénols comprenant les ellagitanins, les gallotanins,
I’acides ellagique, 1’acides gallagique, la catéchine, les anthocyanines, 1’acide férulique, et la
quercétine. Ces polyphénols montrent de diverses activités biologiques, telles que 1’élimination
des radicaux libres, I’inhibition de I’oxydation et de la croissance microbienne, et la diminution
du risque des maladies cardio-et cérebrovasculaires et quelques cancers. Beaucoup de
chercheurs ont prouvé que les préparations contenant I'extrait de la peau de grenade peuvent
étre utilisées pour empécher et/ou traiter lI'athérosclérose, la diarrhée, l'ulcére gastrique, la

maladie vénérienne, et les maladies relatives a 1’cestrogéne (Reddy et al., 2007).

11.1.1 Activite antioxydant :

Une étude séparée chez les rats avec des dommages au foie induits par le CCl4 a démontré que
le prétraitement avec I’extrait de 1'écorce de grenade (EEG) a amélioré ou maintenu l'activité
de piégeage des radicaux libres des enzymes hépatiques : la catalase, la superoxyde dismutase,
et la peroxydase, et a abouti a 54% de réduction des valeurs de la peroxydation lipidique par

rapport aux témoins (Chidambara et al., 2002).

Autres études ont démontré que l'extrait de la peau de grenade diminue la peroxydation
lipidique dans les tissus hépatiques, cardiaques, et rénaux (Parmar et Kar., 2008) et a un effet

facilitant sur les capacités de piégeage de I'anion superoxyde et du peroxyde d'hydrogene. .

11.1.2 Activité antimicrobienne :

D’aprés Machado et al. (2003), les ellagitanins isolés dans la grenade ont montré une activité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus méthicilline-résistant et méthicilline-sensible,
avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 62.5 pg/ml. Les fractions de Il'acide
ellagique, de l'acide gallagique, des punicallines, et des punicalagines extraits a partir de la
grenade ont révélé une activité antimicrobienne contre Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa et d'autres bactéries nocives (Reddy et al., 2007).

Endo et ses collaborateurs (2010) ont suggéré que la punicalagine isolée des peaux de grenade
possede une forte activité contre candida albicans et candida parapsilosis de méme la

combinaison du punicalagine et du fluconazole a montré une action synergique tres efficace.
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Les travaux menés par Al-Zoreky (2009) ont revélé que I'extrait méthanolique 80% des peaux
de grenade était un inhibiteur efficace contre Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli et Yersinia enterocolitica.
11.1.3 Activité cicatrisante :

Comparée a un produit topique antibactérien du commerce, une préparation a base d’extrait de
peau de grenade (44 % de composés phénoliques) a 5 % permet une bonne cicatrisation,
nettement visible par examen histopathologique des blessures des rats Wistar utilisés. Au bout
de dix jours, les rats traités au gel a I’extrait de peau de grenade sont guéris, alors que 16 a 18
jours sont nécessaires a la cicatrisation des rats témoins. Les analyses par HPLC montrent que
les composants majoritaires de 1’extrait sont la catéchine et I’acide gallique, molécules qui

pourraient donc avoir un intérét dermatologique (Murphy et al., 2004).
11.1.4 Toxicité des polyphénols de grenade (punica granatum) :

La toxicité des plantes médicinales peut étre liée a des mélanges de composés actifs qu'elles
contiennent tels que les terpenes, les alcaloides, les saponines, et d’autres substances chimiques,
qui augmentent le risque de réactions indésirables par leurs effets additifs ou synergiques (Saad
et al., 2006).

Selon la durée, la fréquence et la quantité des produits toxiques auxquels un individu est expose,
on observe plusieurs types de toxicité (Alain.,2002), classiquement, en présence d’une
substance inconnue la premiére étape dans la recherche d’une activité pharmacologique débute
par 1’étude de la toxicité et en particulier par 1’évaluation de la dose létale 50 (LD 50)
(Rollan.,1988).

Il a été dit que la punicalagine, le tanin ellagique hydrosoluble et le polyphénol antioxydant trés
abondant dans le jus de grenade (>2 g/1) étaient toxiques pour le bétail. Une étude a donc été
réalisée sur des rats Sprague-Dawley pour évaluer la toxicité potentielle de ce composé via un
régime enrichi en punicalagine a hauteur de 6 %, administré sur une période de 37 jours. La
quantité d’aliments ingérés, I’index d’utilisation alimentaire et le taux de croissance sont plus
faibles chez les rats traites durant les 15 premiers jours sans effet adverse significatif. Cela
pourrait étre dd a la plus faible valeur nutritionnelle de la ration enrichie en punicalagine ainsi
qu’a sa moindre appétence. Aucune différence significative n’a été observée lors des analyses

du sang, sauf pour 1'urée et les triglycérides qui sont restés a des valeurs faibles durant toute
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I’expérience.L’analyse histopathologique du foie et des reins a confirmé 1’absence de toxicité

(Cerda et al.,2003).
1.2 pharmacologie de C. mensipliensis L et C. incanus L :

De nombreuses études ont ainsi exploré les propriétés pharmacologiques de la résine sécrétée
par les feuilles de Cistus, ces propriétés comprennent les propriétés allergénique, anti agrégante,
anti-leucémique, anti-oxydante, antibactérienne, anti-peroxydante, anti-proliférante, anti-
radiculaire,  antiseptique,  antiulcéreuse, astringente, bactéricide, cardio-protectrice,
cytotoxique, dermo-protectrice, diurétique, fongicide, gastroprotecteur, hémostatique,

myorelaxant, nervine, sédatif, spasmolytique, stimulant (Dimitra et al., 2014).

11.2.1 Activité antimicrobienne :

Des extraits de feuilles organiques et aqueux de C. monspeliensis , ainsi que de C.creticus
(incanus), poussant naturellement au Maroc et en Tunisie, présentaient des propriétés
antimicrobienne et antifongique principalement actives contre Staphylococcus aureus,
Enterococcus hirae et Pseudomonas aeruginosa, ainsi que Candida glabrata (Bouamama et
al., 2006). Les extraits des fleurs de C. monspeliensis étaient actifs contre les especes de
bactéries a Gram positif du genre Staphylococcus et avaient des effets inhibiteurs de croissance
significatifs sur 1’épiderme de Staphylococcus (Dimitra et al., 2014).

Les fruits, les feuilles et la résine de Cistus creticus ont eté trouves dépendants de I’espéce vis-
a-vis des staphylocoques a Gram positif, inactifs vis-a-vis des bactéries a Gram négatif
(Anastasaki et al., 1999).

11.2.2 Activité antivirale :

L'extrait riche en polyphénols dérivé de C. creticus présente une puissante activité anti-
influenza sans provoquer d'effets secondaires toxiques ni induire de résistance aux virus
(Ehrhardt et al., 2007). La premiere étude clinique a montré que I'extrait de C. creticus pouvait
étre utilisé pour le traitement des infections des voies respiratoires supérieures et inférieures
(Dimitra et al., 2014).
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1.3 pharmacologie d’Arbutus unedo L :

Plusieurs études épidémiologiques ont montré les bienfaits d’Arbutus unedo sur la santé
humaine. Ces derniers sont attribués aux biomolécules actives contenues dans la plante, comme
les composés phénoliques (Middleton et al., 2000).

L’arbousier a un potentiel pharmacologique ¢levé en raison de ses propriétés antibiotique,
antifongique, antiparasitaire, antiagrégante, antidiabétique, antihypertenseur, anti
inflammatoire, antitumorale et antioxydante.

D’aprés BRUNETON (1999), ils jouent un réle d'inhibiteurs des enzymes impliquées dans

plusieurs maladies et participent ainsi a la protection de la santé contre ces dernieres.

11.3.1 Activite antioxydant :

Plusieurs méthodes ont été développées pour mesurer la capacité antioxydante d’un échantillon
d’Arbousier. Mendes et al. (2011) ont évalué le pouvoir antioxydant des extraits aqueux de
feuilles et de fruits d’Arbutus unedo L. en utilisant deux tests in vitro, a savoir le test du pouvoir
réducteur et le test au DPPH (2,2-diphényl-1- picrylhydrazyl). Ce dernier fournit une mesure
de l'activité antioxydante par le piégeage des radicaux libres. Les résultats obtenus ont montré
que Defficacité antioxydante des extraits aqueux d’arbousier était constamment plus élevée
dans les feuilles avec des valeurs de 2,894 mg/ml et 0,770 mg/ml, obtenues respectivement par

les tests du pouvoir réducteur et le test au DPPH.

11.3.2 Activité antibactérienne :

Plusieurs études in vitro ont démontré que les extraits aqueux des feuilles d’Arbutus unedo L.
sont dotés d’une activité antibactérienne. Moualek.,2018 a évalué cette activité en suivant la
méthode décrite par Fallah et al. 2008, ou I’extrait de feuilles d’arbousier a été examiné par
diffusion sur disque de gélose contre dix souches bactériennes, réparties en GRAM positif et
en GRAM négatif. Les résultats obtenus ont montré que 1’extrait aqueux de feuilles d’arbousier
présente une activité antibactérienne vis-a-vis de la majorité des bactéries testées.

Une étude similaire a été réalisée par Malheiro et al. (2011), ou ils ont testé I’effet des extraits
aqueux de feuilles d’Arbutus unedo L. contre quatre bactéries a Gram positif (Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Staphyloccocus aureus et Staphyloccocus epidermis) et contre deux bactéries
a Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) a I’aide de la méthode de dilution

des stries d’agar basée sur la diffusion radiale.
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Cette derniére permet de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et aussi les
diamétres de chaque zone d’inhibition étaient mesurés (Hawkey et Lewis., 1994 ; Sousa et al.,
2006). La CMI est définie comme étant la concentration la plus faible de 1’échantillon capable
d’inhiber la croissance des bactéries aprés 24h d’incubation a 37°C. Les résultats obtenus ont
montré une activité antimicrobienne contre toutes les bactéries testées. En effet, celles a Gram
positif, notamment B. cereus, B. subtilis et S. epidermis étaient plus sensibles aux potentiels
antimicrobiens de 1’extrait de la plante avec une valeur CMI de 1 mg/ml. Tandis que, les
bactéries a Gram négatif, plus particulierement E. coli étaient plus résistantes avec une CMI de
5 mg/ml (Hernandes et al., 2000 ; Oliveira et al., 2008).

11.3.3 Activité antifongique :

Ferriera et al. (2012) ont évalué in vitro I’activité antifongique des extraits bruts d’ Arbousier
contre deux souches fongiques : Candida albicans et Candida tropicalis, en utilisant la méthode
de diffusion discale. Les résultats obtenus ont montré que 1’extrait brut avait un effet
antifongique contre Candida tropicalis mais aucun effet sur Candida albicans, qui a présenté
une grande résistance.

De méme Orak et al. (2011) ont testé I’effet antifongique des extraits aqueux des feuilles
d’Arbutus unedo L. contre deux espéces de moisissures productrices d’aflatoxines : Aspergillus
parasiticus NRRL 2999 et Aspergillus parasiticus NRRL 465. Les résultats ont démontré que
les effets inhibiteurs de I’extrait testé contre A. parasiticus NRRL 2999 étaient plus élevés que
ceux contre A. parasiticus NRRL 465.Selon Cowan (1999), les composées phénoliques et plus
particulierement les flavonoides sont connus pour étre des substances exercant un effet

antifongique contre une large gamme de microorganismes.

11.3.4 Activité anti-inflammatoire :

L’effet anti-inflammatoire d’une solution aqueuse des feuilles d ’Arbutus unedo L. a été mis en
évidence par Mariotto et al. 2008. Cet effet semble étre corrélé avec la réduction de la
production d’interleukine (IL-6) et d’autres cytokines pro-inflammatoires tels que le facteur de
nécrose tumorale (TNF- &), la diminution du recrutement des neutrophiles, de 1’expression de
I’oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS), de I’activité de la protéine COX-2, et par
conséquent, la diminution des 1ésions tissulaires. De plus, d’autres études ont démontré que les

extraits de feuilles de 1’arbousier sont capables de diminuer ’hyperagrégation plaquettaire,
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considérée comme un facteur majeur dans la pathogenése des maladies inflammatoires (Mekhfi
et al., 2006 ; El houari et al., 2007).

Moualek et al. (2016) ont également évalué I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux de
feuilles d’arbousier en suivant le protocole d’inhibition de la dénaturation thermique de
I’albumine humaine. Les résultats obtenus ont montré que les extraits testés présentent une
inhibition maximale de la dénaturation de 1’albumine de 74,28% tandis que I’aspirine présente
une inhibition de 92.32% qui est utilisé comme standard. La dénaturation des protéines est
considérée comme une cause de l’inflammation. D’aprés cette étude, la protection de
I’albumine de la dénaturation thermique confirme 1’activité anti-inflammatoire de 1’extrait

aqueux de feuilles d’Arbutus unedo L.

I1.4 pharmacologie de pistacia lentiscus (pistachier lentisque) :

De nombreuses études pharmacologiques ont rapporté que les molécules contenues dans les
différentes parties (feuilles, fruits, partie aérienne) de cette plante ont de multiples activités
biologiques a savoir : anti-oxydante, antimicrobienne, antifongique, anti-inflammatoire,

anticancéreuse, etc, qui sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 8 : Activités biologiques de la plante Pistacia lentiscus L

Parties de la plante Les effets Référence

Feuilles anti-inflammatoire,
antibactérien,

antifongique, antipyrétique,
astringent et Boudieb, K et al., 2019
hépatoprotecteur, Kive¢ak, B et al., 2004
antihypertenseur,
antispasmodique, diurétique,
insecticide et

agent anti-stress

Fruits Antioxydant et antimutagene Bozorgi, M et al., 2013

11.5 Pharmacologie de taxus baccata (I’if) -

11.5.1 Activité antimicrobienne :
D’aprés Bernaitis et al. (2013), taxus baccata a une activité antimicrobienne contre
Escherichia.coli , Enterobacter cloaecae , Enterococcus faecalis , Pseudomonas aeruginosa ,

Klebsiella pneumonia , SARM , et une activité contre Bacillus subtilis, Escherichia
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coli,Micrococcus luteus, Nocardia abcessus, Nocardia cyriacigeorgica, Proteus vulgaris,

Staphylococcus aureus, Streptomyces murinus selon Elif Cil et al., 2017.

11.5.2 activité anticancéreuse :

Taxol et la baccatine, des lignanes, des flavonoides, des stéroides, du paclitaxel et des dérivés
de sucre de Taxus baccata ont été isolés. Pour le traitement de différents types de cancer comme
le cancer de l'ovaire et du sein, le sarcome de Kaposi et le cancer du poumon, le paclitaxel
(taxol) a été approuvé. Le paclitaxel fait également I'objet d'essais cliniques pour remédier a un
certain nombre d'autres cancers en association avec dautres meédicaments
chimiothérapeutiques. Le criblage pharmacognostique et phytochimique préliminaire de
T. baccata sera utile pour authentifier et éviter la falsification de la matiére premiere. Les
caracteres microscopiques diagnostiques, les données physicochimiques et FTIR seront utiles

dans I'élaboration de la monographie (Mohamed Asif et al., 2016).

30

——
| —



Chapitre Il -

Les nanoparticules
d argent : blosynthiése,
utilisations et effets

¥ )




Chapitre 111 : les nanoparticules d’argent : biosynthéese, utilisations et effets

Avant d’aborder les nanoparticules, on abordera en premier lieu les nanotechnologies et
les nanomatériaux

I11.1 Nano-monde :
L'unité de référence du monde des nanotechnologies est donc le nanométre (hnm). Le préfixe

nano vient du grec nannos qui signifie nain. Un nanomeétre est une unité de mesure qui
équivaut a un milliardiéme de métre (1 nm = 10-°* m = 0,000 000 001 m).
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Figure 19 : Le nano-monde

II1.2 Nanotechnologies :

« Nanotechnologie » est un terme générique qui décrit des applications dans de nombreux
domaines scientifiques mais recouvre d'une maniere générale la recherche sur les principes et
propriétés existants a I'échelle nanométrique. L'objectif des nanotechnologies consiste a
produire des objets ou matériaux inférieurs a 100 nanométres. C’est-a-dire regroupent tout ce
qui touche a la conception, la caractérisation, la production et 1’application de structures,
dispositifs et systemes par controle de la forme et de la taille a 1’échelle nanométrique. Les
nanotechnologies relévent de la recherche appliquée. Les applications concernées présentent
un potentiel économique important dans de nombreux domaines tels que la médecine, la

chimie, I’énergie, 1’économie des ressources ou encore 1’environnement (Stéphanie George,

Nicolas lamproye).
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IT1.3 Nanomatériaux :

Le 18 octobre 2011, la Commission européenne a publié ses recommandations relatives a la
définition des nanomatériaux (recommandation 2011/696/UE) : « on entend par
"nanomatériau™ un matériau naturel, formé accidentellement ou manufacturé contenant des
particules libres, sous forme d’agrégat ou sous forme d’agglomérat, dont au moins 50 % des
particules, dans la répartition numérique par taille, présentent une ou plusieurs dimensions
externes se situant entre 1 nm et 100 nm ». (Ricaud et Witschger, 2012) Il existe deux
grandes familles de nanomatériaux (Journal Officiel de I’Union Européenne, 2011) :
» Les nano-objets.

> Les matériaux nano structurés.

Nanomatériaux

Mano-objets = Matériaux nanostructurés = matériaux
matériaux avec 1, 2 or 3 dimensions avec une structure interne ou de surface a
externes < 100 nm I'échelle nanométrique

1 dimension 2 dimensions 3 dimensions W
) Agregats, agglomeérats

P - £ ’@{ de nano-objets
.| \ )
B 5 . I'\__

]
Nanofeuillet Nanofibre : Nanoparticule A5 Matériaux nanoporeux
- Manotube ok
- Manaotige %
- Manofil iy s glanetrmann &
"" ';x MNanocomposites :
F . ‘ | -
L f nano-objets

incorporés dans une

- matrice ou sur une
m surface

Figure 20 : Nanomatériaux manufacturés, selon la norme ISO TS 80004 1&2.
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Nanomatériaux
. / \ Les matériau]{
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nanostructurés
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nanoparticules agglomérats
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Les matériaux
nanoporeux
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Nanofil Nanotubes Nanotiges

v

Figure 21 : Schéma récapitulatif des différents types de nanomatériaux.

(Guerricha Maroua et selmane Sassia., 2018)

II1.4 Définition des nanoparticules :
Selon la commission européenne (2013), le nanomatériel est défini comme un matériel naturel
accessoire ou manufacturé contenant des particules ayant au moins une dimension entre 1-100
nm a I’état non lié ou comme agrégat (Djearamane et al., 2016). Ces matériaux peuvent étre
de differentes dimensions : 0D, 1D, 2D ou 3D (Khan et al., 2017).
Les nanoparticules (NPs) ne sont pas des simples molécules en soi et sont donc composés de
trois couches :
* La couche superficielle, qui peut étre fonctionnalisée avec une variété de petites molécules,
d'ions métalliques, de tensioactifs et de polymeres.
* La couche de coque, qui est un matériel chimiquement différent du noyau dans tous les
aspects, etc.
* Le noyau, qui est essentiellement la partie centrale du NP et désigne généralement le NP lui-

méme (Khan et al., 2017).
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Du point de vue de la taille, les nanoparticules se situent sur 1’échelle du monde vivant entre

I’hélice d’ADN (3,4 nm) et un virus (100 nm) (Angélique et al., 2018).

II1.5 Origine des nanoparticules :

» Les nanoparticules naturelles : Elles sont produites a la fois a la suite d’événements
naturels tels que I’activité volcanique, les réactions de photosynthése ou encore 1’activité
marine. On peut en retrouver dans les poussiéres désertiques. Les nanoparticules sont
aussi observees lors du phénomeéne de combustion (Chauvel, 2018).

Certaines bactéries et levures peuvent réduire la toxicité d’un environnement agissant sur
les ions métalliques et en formant des complexes insolubles sous forme des

nanoparticules (Chauvel , 2018).

> Les nanoparticules artificielles (industrielles ou manufacturées) : Elles
sont produites intentionnellement a 1’échelle industrielle par ’homme (Chauvel, 2018;
Reyes et al., 2018). A I’aide de différents matériaux tels que les oxydes métalliques, les

métaux, le carbone, les polymeéres et les lipides (Reyes et al., 2018).

» Les nanoparticules accidentelles : Elles proviennent des procédés chauds par

exemple : Feux de bois, gaz d’échappement de véhicule, freinage... (Ophélie, 2008).

I11.6 Les nanoparticules d’argent -

L’argent est un ¢lément de métal de transition d’origine naturelle (Keerawelle et Chamara,
2019). 11 est utilisé depuis I’antiquité comme agent antifongique et antiviral, car tout en étant
tres toxique pour les microorganismes, il est beaucoup moins toxique pour I’homme (Li et al.,
2011), de masse atomique de 107,87 g/mol, solide a température ambiante. Sa densité est de
10,5 et son point de fusion est de 960 °C. Il s’oxyde peu, ductile, malléable et bon conducteur
thermique et électrique (Chauvel, 2018).

Parmi les différentes nanoparticules métalliques, les nanoparticules d’argent (AgNPs) sont
I'un des nanomateériaux les plus essentiels et les plus fascinants (Nasrollahzadeh et al., 2019).

Composées a 80% d’atomes d’argent et a 20% d’ions d’argent. Devant les nanotubes de
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carbone et les nanoparticules de titane, elles sont les nanoparticules les plus vendues et

relachées dans I’environnement (Andrieux, 2012).

II1.7 Propriéteés des nanoparticules d’argent

Les AgNPs ont des propriétés physico-chimiques distinctives, notamment une conductivité
électrique et thermique élevée, une stabilité chimique, une activité catalytique et un
comportement optique non linaire (Tran et al., 2013). Plus des propriétés mécaniques et

magnétiques par rapport aux matériaux en vrac (Renata et al., 2012) dont :

> Propriétés optiques :
Les AgNPs sont extrémement efficaces pour absorber et diffuser la lumiere et,
contrairement a de nombreux colorants et pigments, ont une couleur qui dépend de la

taille et de la forme de la particule (Elham et al., 2016).

» Chimie de surface : Lorsque les nanoparticules sont en solution, les molécules
s'associent a la surface des nanoparticules pour établir une double couche de charge qui
stabilise les particules et empéche I'agrégation (Elham et al., 2016).

> Propriétés biologiques :

Les composés d'argent sont révéles efficaces contre les bactéries aérobies et anaérobies en
précipitant les protéines cellulaires bactériennes et en bloquant le systéme respiratoire
microbien (Elham et al., 2016).

111.8 méthodes de synthése des nanoparticules d’argent :

Les deux grandes approches des méthodes de synthése des nanoparticules :

» L’approche descendante, ou top down.

» L’approche ascendante, ou Bottom up (méthodes chimiques).
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Approche descendante, ou top down

Matériau massif ) .
Mécano-synthese

Consolidation et densification
Techniques de fortes

Poudre

Nanoparticules

Prolyse laser
Evaporation / condensation
) Plasma thermique,
—_—— )
Techniques sol- gel
Réaction en phase vaoeur

Agrégats /amas

Atomes

Approche ascendante, ou Bottom up

Figure 22 : représentation schématique des deux grandes approches de synthese des
nanomatériaux (Madhumitha et Roopan.,2013)

L’approche « ascendante » fait appel a des procédés d’élaboration chimiques et physiques
alors que l’approche « descendante » induit, principalement, 1’utilisation de méthodes

mécaniques.

Les procédés actuels permettant la fabrication de nanomatériaux sont classés en trois grandes
catégories :
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» procédés par voie physique et mécanique (Simchi et al.,2007)

> procédés par voie chimique (Wang et al., 2012 ; Li et al.,2010 ; Simchi et al.,2007 ;
Cheng et al.,2002).

> procédés par voie biologique (plante, microorganisme, enzyme,...) (Jang, 2016 ; Nair
et al., 2008 ; Willner et al.,2006)

111.8.1 Synthése verte des Nanoparticules d’argent

La synthése verte des nanoparticules émerge progressivement comme une branche clé de la
nanotechnologie dans laquelle les nanoparticules sont produites a I'aide d'entités biologiques
(Prateek et al., 2017), ou La paroi cellulaire chargée négativement interagit électro
statiquement avec les ions métalliques chargés positivement et bio réduit les ions métalliques
en NPs (Tran et al., 2013).

Cette méthode peut étre considérée comme une approche respectueuse de I'environnement et
également comme une technique a faible colt a haut rendement, et non toxique (Soliman et
al., 2018), simple, fiable (Rajeshkumar et Bharath., 2017), une densité élevée, la stabilité et
la solubilité immédiate des nanoparticules préparées dans I’cau (Zhang et al., 2016). Par
rapport aux méthodes de synthése chimique et physique qui indiquent une faible
biocompatibilité et présentent des risques biologiques latents consommant une énergie
importante, nécessitant une pression élevée, colteuses et ont un faible rendement (Mohamed
etal., 2019).

En raison de sa nature relativement polyvalente les extraits de métabolites secondaires
collectés a partir des sources biologiques contiennent de nombreuses biomolécules tels que
des enzymes, des protéines, des flavonoides, des stérols, des triterpénes, des
triterpénoides et des saponines qu’ils ont des propriétés réductrice et antioxydante
responsables de la réduction des composés métalliques dans leurs nanoparticules respectives
(Keerawelle et Chamara., 2019).

Certains des agents réducteurs et /ou stabilisants utilisés pour la production de nanoparticules
d'argent par synthese verte sont : les bactéries (Chauvel., 2018 ; Sang Hun et Bong-Hyun,
2019), Les champignons (Muhammad et al., 2016) , Les polysaccharides (Chauvel., 2018),
et les plantes qui font I’objet du présent travail, et qui sont considérées comme une tres bonne
méthode pour la synthése rapide des nanoparticules d’argent en raison de leur large spectre de

métabolites secondaires bioactifs, tels que les polyphénols, les flavonoides, les terpénoides,
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les acides aminés, les protéines et les enzymes, qui pourraient améliorer la synthése des
nanoparticules, en jouant un role d'agent stabilisant ou réducteur (Chauvel, 2018).

Les parties des plantes comme les racines, la tige, les graines et les feuilles sont
principalement utilisées pour la synthése des NPs. Le point intéressant est I'agent actif présent
dans ces parties (Muhammad et al., 2016).

La bio-réduction de I'Ag a été postulée comme piégeant des ions Ag + a la surface des
protéines en raison des interactions électrostatiques entre ces deux dans I'extrait de matériel
végétal. Les protéines réduisent les ions Ag+, entrainant leur changement de structure
secondaire et la formation des noyaux d'argent qui se développent successivement par la
réduction supplémentaire des ions Ag+, et leur accumulation au niveau des noyaux
conduisant a la formation des AgNPs (Rajeshkumar et Bharath, 2017).

Apres la sélection de I'extrait de plante, les principaux parametres affectants sont la
concentration de I'extrait, la température, le sel métallique, le pH et le temps de contact
(Muhammad et al., 2016).

Ag++e- — Ag°

I11.8.2 Avantages des méthodes biologiques pour la préparation d'Ag NPs

» La méthode est sOr et n'utilise ni produit des substances toxiques ou nocives pour
I'environnement.

> Faible codt de préparation en raison de la disponibilité de la plupart des matériaux.

> 1l n'est pas nécessaire d'utiliser des températures et des pressions élevées.

> La facilité de la méthode ne nécessite pas des techniques compliquées.

I11.9 Mécanisme de formation de nanoparticules d’argent :

Le processus de formation des nanoparticules en solution est si complexe que la formation de
nanoparticules métalliques dans les plantes et les extraits des plantes se déroule en trois étapes
principales et de nombreux parameétres peuvent interférer avec la formation des nanoparticules

: température, concertation et nature des réactifs et agent reducteur (Srikar et al,2016)
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I171.9.1 Nucléation :

C'est une étape d'activation au cours de laquelle se produit la réduction des ions métalliques et
la nucléation des atomes metalliques réducteurs.

Le précurseur métallique est dissous puis réduit pour donner les atomes métalliques de
valence nulle. Une sursaturation élevée d'atomes insolubles crée de petits agrégats par
collision. Cette deuxiéme étape est appelée la nucléation : elle correspond a la formation
d’une nouvelle phase solide thermodynamiquement stable au sein de la phase liquide. La
formation de noyaux apres un certain laps de temps entraine une diminution de la
sursaturation. Ainsi, la vitesse de nucléation diminue et le nombre de particules dans le

systeme devient constant.

II1.9.2 La croissance :

Les nuclei ayant atteint un rayon critique vont pouvoir croitre par consommation des
monomeres se trouvant en solution. Cette étape de croissance est thermodynamiquement
favorisée. Plus la concentration en atomes est importante plus les particules vont croitre

rapidement.

I11.9.3 Le murissement :

Le murissement Au fur et a mesure que la réaction se poursuit, le taux de sursaturation
continu a diminuer. La croissance ne peut plus se poursuivre, et une derniére étape peut
intervenir : c’est le phénoméne de murissement d’Oswald. Il s’agit de I’inter diffusion des

atomes des plus petites particules vers les plus grosses.

o LT

Figure 23 : mécanisme de synthése des AgNPs a partir de source végétale (Selmane,S.,2016)
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II1.10 Les caractérisations des nanoparticules d’argent -

La partie la plus importante de la recherche sur les nanoparticules est la caractérisation qui est
généralement basée sur la taille, la morphologie, la cristallinité, la charge et la composition
des NPs. Les techniques les plus utilisées pour la caractérisation des NPs comprennent
généralement la spectroscopie ultraviolette visible (UV-Vis), Microscopie électronique a
balayage (MEB), la Diffraction des rayons X (DRX), la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR).

caractérisation

Figure 24 : les caractérisations des nanoparticules.

II1.10.1 La spectroscopie UV-Visible :

La spectrophotométrie UV-visible est une technique simple, facile, rapide, sensible et la plus
couramment utilisée pour la caractérisation des nanoparticules synthétisées. Il s'agit de
quantifier la quantité de rayonnement ultraviolet ou visible absorbée par un constituant en
solution. Et mesurer le rapport de l'intensité de deux faisceaux de lumiere dans la région UV
Visible (Rajeshkumar et Bharath., 2017).
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II1.10.2 La spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) :

FTIR est un moyen non invasif, adapté, précieux, rentable, et simple pour étudier le réle des
biomolécules dans la réduction de 'AgNO3 en argent.

Lorsque le rayonnement infrarouge traverse les résultats de I'échantillon, certain de ce
rayonnement est absorbé par I'échantillon et reste traversé. Le spectre résultant signifie
I'absorption et la transmission en créant une empreinte moléculaire d'échantillon qui

représente son identité (Rajeshkumar et Bharath., 2017).

II1.10.3 Microscopie électronique a balayage (MEB) couplée a !’analyse
chimique (EDX) :

La formation et la distribution des AgNPs ont été confirmées par la microscopie (Qasim et
al., 2018).

C’est une technique couramment utilisée, car la manipulation de ce type d’appareillage est
assez commune, dont la résolution reste assez bonne, variante entre 1 a 7 nm. Outre
I’observation de la microstructure, elle permet d’identifier la composition chimique a I’échelle

locale et méme globale de I’échantillon, via I’analyseur EDX, incorporé dans 1’appareil
(Belfennache, 2010).

III.10.4 La diffraction des rayons X (DRX) :

La cristallographie aux rayons X ou diffractométrie de rayons X est une technique d'analyse
fondée sur la diffraction des rayons X sur la matiére. C’est une méthode d'analyse physico-
chimique. Elle ne fonctionne que sur la matiére cristallisée (Minéraux, métaux, céramiques).

Par contre, elle permet de reconnaitre des produits ayant la méme composition chimique
II.11 Activités biologiques des nanoparticules d’argent -

Les AgNPs ont recu une énorme attention des scientifiques en raison de leur remarquable

défense contre divers micro-organismes pathogénes (Rajeshkumar et Bharath., 2017).

IIT.11.1 Activité antibactérienne :

Les nanoparticules d’argent, sont largement utilisées en tant qu’agents antibactériens
(Textoret al.,2010).
Les travaux menés par Le et al ., 2010 ont étudié I’activité antibactérienne de nanoparticules

d’argent contre les bactéries d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus.
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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), est employé dans 1’industrie alimentaire
pour éviter les contaminations microbiennes et prévenir I’apparition d’un gout métallique
(Smith et Zysk.,1987).

Les nanoparticules d’argent ont été utilisées dans les stations d’épuration pour le traitement
des eaux usees et ont montré une activité antibactérienne intéressante. La dispersion d'argent
sur les surfaces de la membrane a amelioré I'activité antimicrobienne contre E. coli et S.
aureus. Les résultats de cette recherche ont confirmé que la membrane Ag- PES peut inhiber
presque la croissance bactérienne a 100% (Jain et Pradeep et al., 2005).

Elles sont utilisées en tant qu'agents antimicrobiens dans les pansements pour empécher les
infections de blessure, et en tant qu'agents anticancéreux (Jannathul Firdhouse et al., 2015).
Les nanoparticules d'argent sont aussi utilisées comme additif antimicrobien dans les ciments
osseux poly (méthacrylate diméthyle) (PMMA) (Alt., 2004).

L’argent imprégnés dans Les dispositifs implantables, et les masques chirurgicaux indiquent
une efficacité antimicrobienne importante (Fu et al, 2006). L’argent est doté également d’une

activité cytoprotectrice des cellules de I’infection par le VIH-1 (Elechiguerra et al.,2005)

III.11.2 Activité antifongique :

Les AgNPs ont une forte activité antifongique sur Candida albicans, Candida glabrata,
Candida parapsilosis, Candida krusei et Trichophyton mentagrophytes (Li et al., 2011)
Bipolaris sorokiniana par I’inhibition de la germination des conidies (Zhang et al., 2016). Par
exemple L’activité antifongique des AgNPs contre C.albicans pourrait étre exercée en
perturbant la structure de la membrane cellulaire et en inhibant le processus de
bourgeonnement normal en raison de la destruction de I’intégrité de la membrane (Tran et
al., 2013).

» Mécanisme d’activité antimicrobienne des nanoparticules d’argent

L'argent est classé comme un acide doux et les cellules sont principalement composés
de bases molles comme le phosphore et le soufre. L'action des AgNPs sur la cellule se
traduit par la formation d'une réaction conduisant eventuellement a la mort cellulaire
(Rajeshkumar et Bharath., 2017).
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Les AgNPs ciblent la membrane bactérienne, I'épuisement des métaux peut étre
responsable de la formation de trous de forme asymétrique et conduisant a une
dissipation de la force motrice des protons et perturbent sa fonction propres, telles que
la perméabilité et la respiration ; puis ils pénétrent a I’intérieur des bactéries et libérent
les ions Ag+. Tran et al. (2013), a cité que ces ions Ag+ se lient aux groupes
sulfhydryle, ce qui conduit a la dénaturation des protéines en réduisant les liaisons
disulfures ; et peut aussi se complexer avec des groupes donneurs d’électrons

(Quelemes et al., 2013).

Ils sont capables d’interagir éventuellement avec des composés contenant du soufre et
du phosphore tels que 'ADN (Tran et al., 2013), et entrainant une inhibition du
processus de transcription et de traduction. Il conduit aussi a la génération d'especes
réactives de I'oxygéne (ROS) comme les radicaux hydroxyles (OH-) et les anions
superoxyde (02) (Rajeshkumar et Bharath., 2017). Par la suite, les composants
cellulaires fuient des membranes cellulaires endommageées, ce qui conduit finalement

a la mort cellulaire (Zhang et al., 2018).
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Figure 25 : Mécanismes bactéricides des AgNPs due a leur contact direct avec la cellule

bactérienne et de la libération d'ions argent (Chengzhu et al., 2019).
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IIT.11.3 Activité anti-inflammatoire :

Des études ont montré que 1’exposition au NPs conduit a la sécrétion de plusieurs cytokines et
chimiokines par les cellules épithéliales, conduisant a I’infiltration de macrophages dans les
zones exposées. Ensuite les macrophages déclenchent la libération de cytokines
inflammatoires qui induisent a la régulation positive des mediateurs inflammatoires induisent
une production accrue de cytokines inflammatoires du systeme circulatoire vers le site de
I’inflammation (Keywan et al., 2019).
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V.1 Matériel :

IV.1.1Matériel du laboratoire :

Cette recherche a été menée dans plusieurs laboratoires et plusieurs outils doivent étre utilisés.

Pour cela, nous avons utilisé :

>

>

Spectrophotomeétre UV-visible type lambda 25 Perkin Elmer.

Plaque chauffante avec Agitation de type Stuart UC 152 utilisé pour la préparation des

milieux de culture.

Autoclave pour la stérilisation des solutions et des milieux de cultures.
Rotavapeur RE300 Cole-Parmer pour la séparation du solvant de 1’extrait.
Centrifugation pour la séparation des nanoparticules du surnagent.

Filtres stériles (whatman filter papers) a porosité de diametre de 150mm utilisés pour la
filtration de homogénat/filtrat et la solution.

Disque imbibé Schleicher & Schuell @ 9 mm pour I’antibiogramme.

Toutes les pesées sont effectuées a 1’aide d’un Balance a précision de type Denver avec

I’incertitude de d=0,1 mg.

Bain marie pour chauffer un récipient dans un bain d'eau en fonction de la température

souhaitée.
Pour I'utilisation microbiologique on a utilisé¢ Vortex de type VELP.
Etuve utilisé pour I’incubation des microorganismes.

Fisher-Lilly (Antibiotic Zone Reader) utilisé pour mesurer les zones d’inhibitions

Verreries : fioles, entonnoirs, béchers, tubes a essai, Pipettes, erlenmeyer.
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IV.1.2 Produits :

Tableau 9 : produits utilisés dans la partie expérimentale

Ethanol 96% Eau physiologique DMSO DPPH
Eau distilée Mueller Hinton Soja agar Sabouraud
Bouillon nutritif Folin- ciocalteau AICI3 Tween 80
Acide ascorbique Acide gallique Quercétine Carbonate de
(vitamine c) sodium

IV.1.3 Matériel végétal :

Ecorce de grenade (Punica granatum), du lentisque (Pistacia lentiscus), de I’if (Taxus baccata),
du Ciste de Montpellier (Cistus mensipeliensis), de Ciste de créte (Cistus creticus) et de

I’arbousier (Arbutus unedo)
IV.2 Animaux :

Nous avons utilisé des souris de laboratoire (Figure 26) issues de 1’élevage animalerie
PASTEUR de dali-brahim (Algérie), ayant les caractéres suivants, selon (la pharmacopée

européenne 2008) :
e Espece : souris Albinos
e Sexe : méle et femmelle
e Nombre: 32
e Poids: 18 a24g
e Nourriture : ONAB granulée
e Boisson : eau de ville

Dont les conditions d’hébergement sont :

e Température : 24°C

e Humidité : 50%

Figure 26 : Souris Albinos, la race NMRI (Original, 2022)
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On a utilisé un lot contient 3 lapins sélectionnés pour les laboratoires d’analyses. De telle sorte

qu’on les traite séparément dans des cages. : —

e Espeéce : lapin albinos de la race New Zealand
e Sexe:maéle

e Taille:80cm

e Durée devie: 10a22ans

e Poids d’adulte: 6 kga 11 kg

e Laconsommation d’eau pour lapin adulte :

80-100 ml / kg de poids corporel.

Figure 27 : Lapin albinos de New Zealand (Original, 2022)

1V.3 Méthodes :

IV.3.1. Période et lieu d’étude

Ce travail a été réalisé durant la période allant de Février a Juin 2022 conjointement au :

>

Laboratoire de la faculté des sciences au niveau du pdle universitaire Yahia Farés
Médéa.

Hall de technologie au niveau de I’université de Yahia Farés Médéa.

Laboratoire de Microbiologie, physico-chimique du complexe antibiotical -SAIDAL-
Medéa.

Laboratoire physico-chimique d’Institut National de Criminalistique et de

Criminologie de la Gendarmerie nationale de Bouchaoui, Algérie.

Laboratoire d’analyses médicales des pompiers.
Laboratoire physico-chimique de centre de recherche en technologie des semi-

conducteurs pour I’énergétique d’El Harrach, Algérie.
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IV.3.2 Objectifs d’étude -

Les objectifs de cette étude sont :

une étude comparative du pouvoir antimicrobien des extraits ethanoliques de 1’écorce de
grenade (Punica granatum), du lentisque (Pistacia lentiscus), de I’if (Taxus baccata), du Ciste
de Montpellier (Cistus mensipeliensis), de Ciste de créte (Cistus creticus) et de 1’arbousier
(Arbutus unedo) et celui des nanoparticules d’argent (AgNPs) synthétisés a base des extraits

aqueux du lentisque (Pistacia lentiscus) et du Ciste de créte (Cistus creticus)

e L’¢valuation de I’activité anti-oxydante de 1’extrait éthanolique de chaque plante selon
la méthode du piégeage du radical libre DPPH.

e [’évaluation des effets synergiques entre les différents extraits et les nanoparticules synthétisés
dans le but des formulations pharmaceutiques.

e [’évaluation de I’activité anti-inflammatoire et anti cicatrisante, de la toxicité et du test
de tolérance cutanée des formulations pharmaceutiques préparées.

e Etude phytochimique des extrais des plantes.

1V.3.3 Récolte des plantes

Echantillon 1 : L’espéce punica granatum, 1’écorce de grenade a été récoltée de la région
ramchi de tlemcen durant le mois de novembre 2021.

Echantillon 2 : L’espéce pistacia lentiscus L. a été récoltée durant le mois de décembre 2021,
de la région de hamdania (sidi rabah) de Médéa, Algérie. Les parties prises en considération
pour réaliser cette étude sont les feuilles et les fruits.

Echantillon 3 : L’espéce Arbutus unedo L, a été récoltée durant le mois de janvier 2022, de la
région de hamdania (sidi rabah), Médéa, Algérie. La partie prise en considération pour réaliser
cette étude : les feuilles.

Echantillon 4 : L’espéce cistus mensipliensis L, a été récoltée durant le mois de janvier 2022,
de la région de hamdania (sidi rabah ) , Médéa, Algérie. La partie prise en considération pour
réaliser cette étude : les feuilles.

Echantillon 5 : L’espéce cistus creticus L (incanus), a été récoltée durant le mois de janvier
2022, de la région de hamdania (sidi rabah), Médéa, Algerie. La partie prise en considération

pour réaliser cette étude : les feuilles.
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Echantillon 6 : L’espéce Taxus baccata L, a éte récoltée durant le mois de février 2022, du

jardin d’éssai d’El Hamma, Algérie. La partie prise en considération pour réaliser cette étude :

les aiguilles.

(2)

(4)

Figure 28 : présentation de quelques plantes utiliser :(1) écorce punica granatum, (2)

Arbutus unedo, (3) pistacia lentiscus,(4) cistus incanus.
IV.3.4 Séchage :

Les parties aériennes des plantes sont séchées directement apres la récolte sur papier absorbant,

sec et propre a I’air libre a 1’abri de la lumiére pendant une période étalant sur 01 mois.

IV.3.5 Broyage et conservation :

Les plantes ont été broyées grossierement dans un moulin électrique jusqu'a 1’obtention d’une
poudre. Cette opération permet de rompre les membranes cellulaires et la matrice extracellulaire
et de libérer les organites et les molécules contenues dans la cellule ce qui permet d’augmenter
leur surface de se contacter avec les différents solvants utilisés et par conséquence améliorer le
rendement.

La poudre résultante est conservée a I’abri de I’air, de ’humidité et de la lumiere dans des

flacons en verre hermétiquement fermés.
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Figure 29 : Broyage de grenade punica garantum séché (originale 2022)

1V.4 Proceédeés d’extraction

1V.4.1 Méthode d’extraction par maceration :

1V.4.1.1 Extraction par solvant :

L’extraction a ét¢ faite par une macération de 50 g de la plante dans 500 ml du solvant (70%
éthanol + 30% eau distillée) pendant 24h dans un récipient fermé et a température ambiante
sous agitation a I’abri de la lumicére.

Apres 24 h, la solution est filtrée par un filtre de 150 mm du diametre. Ensuite la séparation du
solvant de I’extrait est faite a I’aide d’un rotavapeur « évaporateur rotatif ». Dans cet appareil,
I’évaporation sous vide est réalisée en utilisant une pompe a vide avec une vanne de controle.
Pendant I’évaporation le ballon est mis en rotation et plongé dans un bain liquide chauffé.
L’appareil est muni d'un réfrigérant avec un ballon de récupération de condensat. La rotation
du ballon crée une surface d’échange plus grande permettant donc d’effectuer une évaporation
rapide. L’abaissement de la pression permet d’évaporer le solvant a température réduite a 60°C
et ’extrait est récupéré en évitant ainsi la dégradation thermique éventuelle des composés
extraits, le mélange final a été met dans un cristallisoir et seché & 40°C dans une étuve et aprés
gratté avec une spatule pour obtenir une poudre, puis pesé pour calculer le rendement de

P’extraction R selon la formule détaillée ci-dessous :

R(%) = M / Mo x 100

M : masse en gramme de I’extrait sec résultant.

Mo : masse en gramme du matériel végétal a traiter.

(%) : Rendement exprime en %.
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Les procédures de I’extraction sont illustrées dans la figure suivant
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(D)
Figure 30 : Les étapes de I’extraction : (A) prise de poids, (B) maceération,

(C) filtration, (D) le filtrat

La séparation du solvant de I’extrait est faite a I’aide d’un appareil appelé Rotavapeur a
température de 60°.

Figure 31 : Rotavaporation par « évaporateur rotatif » (original 2022).

IV.5 Etude physico-chimique des extraits

IV.5.1 Méthode chromatographique et spectroscopique de séparation et

d’identification :

IV.5.1.1 Analyse de CG MS :

L’analyse et I’identification de la composition chimique des extraits des six espéces étudiées

ont été effectuées par des techniques chromatographiques. La chromatographie en phase
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gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM) nous a permis quant a elle, a I’aide des
banques de données spectrales, de déterminer les composes.

Cette analyse est un contr6le de qualité visant a déterminer les composés les
plus pharmacologiquement actifs. Afin d'extraire les six espéces : 1’écorce de grenade (punica
granatums), lentisque (Pistacia lentiscus), /’if (Taxus baccata), Ciste de Montpellier (Cistus
mensipliensis), Ciste de crete (Cistus creticus) et ['arbousier (Arbutus unedo) séchés, I'éthanol
a été utilise comme un solvant d'extraction. L'analyse a été réalisée au laboratoire de la
d’Institut National de Criminalistique et de Criminologie de la Gendarmerie nationale. D’ Alger.
Appareil : GC MS model CLARUS 500 brand Perkin-Elmer.

1V.5.1.2 Méthode CG-MS :

Les conditions expérimentales du systeme GC-MS étaient les suivantes : colonne non polaire
standard capillaire TR 5-MS, dimension : 30 Mts, ID : 0,25 mm, épaisseur du film: 0,25 pm.
Le débit de la phase mobile (gaz porteur : He) a été ajusté a 1 ml.min-1.

Dans la partie chromatographie en phase gazeuse, le programme de température (température
du four) a été augmenté de 40 ° Ca220 ° C a4 ° C min-1 et le volume d'injection était de 1 pl.
Les échantillons ont été entierement analysés a une plage de 20 et 550 m / z et les résultats ont
été compares en utilisant le programme de recherche de la bibliothéque spectrale de Wiley et
Nist.

IV.6 Montage et Protocol général de synthese des nanoparticules d’argent

IV.6.1 Préparation des extraits aqueux des feuilles de cistus incanus et

pistacia lentiscus :

Tout d'abord, les feuilles de la plante sont bien lavées a I'eau du robinet, puis a I'eau distillée,
puis laissées bien séchées pendant quelques jours a température ambiante.

L'extrait aqueux a été préparé en chauffant 10 g de biomasse végétale dans 100 ml d'eau distillée
a60°C pendant 15 minutes, et filtré sur papier filtre pour éliminer toutes les particules et obtenir

des solutions claires qui ont été stockées a 4-8 °C.
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IV.6.2 Biosynthése des nanoparticules d'argent :

Un extrait aqueux de plant a été utilisé pour la synthése des AgNPs, et d’un autre c6té, Une
solution aqueuse d’une couleur transparente a été préparée avec d’AgNO3 agitée avec I’eau
distillée a l'aide d'un mélangeur magnétique jusqu'a ce que la totalité du nitrate soit dissoute.
Briévement, nous avons utilisé deux concentration de 1’extrait aqueux (10 ml et 20 ml) qui ont
été ajouté goutte a goutte a 90 ml de solution de nitrate d'argent 1mM, Le melange réactionnel
a été maintenu a 60 °C pendant 15 minutes sous agitation mécanique constante. Le pH reste
entre 4.7 et 5.0 pendant la période de réaction. La solution incolore de nitrate d'argent est passée
au brun fonce, indiquant la formation d’AgNPs. Aprés la synthese des AgNPs, la solution
contenant des nanoparticules a été centrifugée a 6000 tr / min pendant 30 min pour séparer les
AgNPs, Le culot a été lavé par I'eau distillée plusieurs fois pour éliminer les impuretés et de
I'éthanol & 90% pour obtenir une poudre d’AgNPs pure (ce Protocole est utilisé avec 1’extrait de
cistus creticus et 1’extrait de pistacia lentiscus).

Préparation de Dextrait de
la plante :

TS Apres Filtration

_ —

Chauffage a reflux a
une température
entre 60 et 70 °C

Extrait aqueux des feuilles cistus creticus

V' Préparation d’une
solution de I’AgNO3

Dissoute
dans 1’eau
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1mM AgNO3

90 ml de solution
AgNO3

10 ml ou _
bien 20 ml i

Changement de couleur apres 1’addition
de I'extrait des feuilles de cistus incanus
ou bien pistacia lentiscus avec la
solution d’AgNO3 de 1 mM indique la
formation des nanoparticules

Centrifugation
Et lavage

u
AgNPs

Figure 32 : les étapes de la formation des nanoparticules.

1V.6.3 Caractérisation des nanoparticules d’argent

Il existe plusieurs manieres pour caractériser les nanoparticules, Le premier et le plus pratique

est le changement de couleur de la solution.

1V.6.3.1 spectroscopie UV-Visible :

Les mesures spectrophotométries ont été effectuées a I’aide d’un spectrophotomeétre a double
faisceau UV-visible (Thermo) pour les deux extraits préparés (AgNPs et extrait) 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 300 et 700 nm. L’appareil est relié a un

microordinateur. Le logiciel UV-Probe, permet I’enregistrement et la visualisation des spectres
des échantillons analyses.
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Figure 33 : spectrophotométre UV-Visible (original 2022).

1V.6.3.2 Spectroscopie Infrarouge (FTIR) :

Les analyses par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) ont été réalisées a
I’aide d’un spectrométre IR a transformée de Fourier de marque Bruker en mode de réflexion
totale atténuée (ATR en anglais) dans I’intervalle 400 - 4000 cm-1. Cette technique a été utilisée
afin d’identifier les groupements fonctionnels présentes dans un échantillon ainsi que les

liaisons développées aprées la formation des nanoparticules d’argent.

1V.6.3.3 Microscopie électronique a balayage (MEB) couplée a [’analyse
chimique (EDX) :

L’analyse morphologique et la composition des nanoparticules ont été mises en évidence par
microscopie électronique & balayage de type « COXEM-30 » couplé d’un spectrométre a
dispersion d’énergie de rayons X (EDX) fonctionnait a une tension d'accélération de 25 Kv
avec un grossissement de 30 000 X et une grande distance (WD) de 14,900. Les nanoparticules
d’argent ont été obtenues par centrifugation et séchées pour étre placées a l'intérieur de grilles
de carbone pour observer la microstructure de la surface et EDX montrant la composition et le

pourcentage des nanoparticules d’argent.
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IV.7.1 Activité antimicrobienne des extraits et des nanoparticules d’argent et

leur effet synergique :

Les souches utilisées :

Dans notre étude, nous avons testé la sensibilité de neuf (9) souches microbiennes de référence
('American Type Culture Collection « ATCC ») provenant du laboratoire microbiologique au
niveau du groupement Saidal a Medéa vis-a-vis des agents antimicrobiens standards
(antibiotiques et antifongiques) et des agents biologiques (AgNps et extraits).

Il s’agit de six (6) souches bactériennes (cing (5) Gram négatives et une (1) Gram positive) :
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Bacillus subtilis ATCC 6631, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Escherichia coli ATCC 8739, et de trois (3) souches fongiques connues d’étre
responsables d’infections nosocomiales Candida albicans ATCC 10231, Saccharomyces
cerevisiae ATCC19763, Aspergillus brasiliensis ATCC16404.

» Préparation de I’inoculum

La revivification des différentes especes bactériennes est faite par passage successif sur
géloses appropriées. Afin d’obtenir une culture de 18 a 24 h. Ensuite, 4 a 5 colonies
bactériennes bien isolées sont mises en suspension dans 1’eau physiologique a 0,9 %
NaCl. Puis cette suspension est ajustée a 0,5 Mc Farland qui correspond a une
suspension contenant environ de 108 bactéries/ ml et 10* levures/ml (Rodrigues et al.,
2005).

> Preparation des dilutions des extraits et nanoparticules d’argent -

- On aprépare quatre dilutions de chaque extrait d1, d2, d3, d4 correspondant a 25%,
50%,75%,100%. Dont, chaque concentration a été préparée dans une solution
contenant 80% d’eau déminéralisée et 20% DMSO.

- Pour les nanoparticules d’argent on a prépare 25 mg/ml pour chaque type (AgNPs
.L et AgNPs.C)

- Pour I’effet synergique entre les plantes, on a préparé dix probabilités au hasard
comme suivante (dans les effets synergiques on a utilisé la dose 100% des plantes) :

1) feuilles lentisque+ fruit lentisque.
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2) cistus mensipliensis + cistus incanus.
3) cistus mensipliensis + cistus incanus + feuilles lentisque.
4) punica granatum+ cistus mensipliensis.
5) Pu+ C.I+ C.M+ lent +fruit. lent.
6) Pu + Arbutus unedo +lent + fruit. lent.
7) C.I + Pu.
8) Pu + fruit. lent.
9) Arb +Pu.
10) Arb + fruit. lent.
- Pour I’effet synergique entre les plantes et AgNPs.C, on a préparé huit probabilités

comme suivante :

CM+AgNPs.C ----- .>
Pu+ AgNPs.C _---- > @
Lentisque +AgNPs.C- - - - - > @

C.M +C.I +AgNPs.C ----- > @
AgNPs.C +(+)
AgNPs.C +
AgNPs.C +

AgNPs.C +
- Pour les plantes, le controle positif choisi est I’antibiotique Amoxypen pour les
bactéries et la Nystanine pour les champignons, tandis que le contrdle négatif utilisé
est le DMSO.

- Les solutions obtenues sont homogeénéisées par un Vortex.

» L’aromatogramme

L’activité antimicrobienne a été réalisée en utilisant la méthode de diffusion de disque
sur le milieu gélose de Muller Hinton (MH) pour les souches bactériennes et Sabouraud
(SB) pour les souches fongiques, cette méthode a été standardisée par le Comite
National des Normes pour Laboratoires Cliniques (NCCLS) (Kiehlbauch et al., 2000).
L’ensemencement de ces deux milieux est réalisé par écouvillonnage, a 1’aide d’un
écouvillon stérile introduit dans la suspension microbienne et essoré contre la paroi

interne du tube, en realisant des stries paralleles et aussi serrées que possible a la surface
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d’une boite de Pétri préalablement coulée. L’opération est répétée trois fois en tournant
la boité 60° et en tournant 1’écouvillon sur lui-méme.

A T’aide d’une pince stérile, déposer des disques stériles (Schleicher & Schuell) de 9
mm de diameétre selon le besoin sur la surface des boites de Pétri ensemencées, puis
imprégnés chaque disque avec 15 pl de I’extrait ou de la solution d’ AgNPs. Les boites
ont été mises a 4°C pendant 2 heures pour faciliter la diffusion de 1’extrait ; puis laissées

diffuser a température ambiante pendant 1H. Ensuite, les boites ont été incubées a 37°C pendant

24H pour les bactéries et a 25°C pendant 48H pour les champignons.

La lecture des résultats a été faite par la mesure de la zone d’inhibition par la méthode
de Fisher-Lilly (Antibiotic Zone Reader), qui est représentée par une auréole formée

autour de chaque disque ou aucune croissance n’est observée (Figure 35).

Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre
symbolisée par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits
(Ponce et al., 2003).

D>30mm : Trés fortement inhibitrice.

21mm<D<29mm : Fortement inhibitrice.

16mm<D<20mm : Modérément inhibitrice.

1 Imm<D<16mm : Légerement inhibitrice.

D<10mm : Non inhibitrice

Figure 34 : Fisher-Lilly «Antibiotic Zone Reader » (Original 2022).
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Boite de Pétri

Pas d'inhibition
du
développemeni
: la bactérie
estrésistante a
cetantibiotique

Développement
bactériensurla
gélose nutritive

Pastilles
d'antibiotiques

Réaction
intermédiaire a
I'antibiotique

Bactérie
sensible a
I'antibiotique

Un antibiogramme ©Georges Dolisi

Figure 35 : Schéma représentatif de I’aromatogramme (Wikipédia).

IV.7.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :
Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits éthanolique des plantes
médicinales ont été déterminées selon la méthode de dilution en milieu liquide recommandée
par NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) avec quelques
modifications selon les étapes suivantes :
- Préparer des dilutions des extraits allant de 10" a 10°
- Préparer une suspension bactérienne d’une charge de 108UFC/ml
- Dans des tubes contenants 5ml de bouillon nutritif et une goutte de Tween 80,
ajouter 0.1 ml de la suspension préalablement préparée et 1ml de chaque dilution de
I’extrait.
- Le témoin négatif utilisé contient le milieu de culture, le tween 80 et la suspension
bactérienne
- Incuber les tubes a 37°C pendant 24 heures.
Lecture : La croissance bactérienne est indiquée par la présence d’un trouble dans la
totalité du tube. Une confirmation de 1’absence des germes signifiant une bonne activité
de I’extrait a été confirmée en ensemengant le contenu des tubes a intérét sur des boites
de gélose precoulée par écouvillonnage.
La concentration minimale inhibitrice est la faible concentration d’extrait contenu dans

le tube qui ne présente aucun trouble
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IV.8 Détermination de I'activité antioxydants par le test au DPPH

Principe du test de DPPH :

L'activité antiradicalaire des extraits a été testée par I'utilisation du radical DPPH (Méthode de
Blois (1958) avec quelques modifications). Le DPPH (2.2'- Diphényl-1 picrylhydrazyl) (Sigma,
C18H12N506: PM-394.33) est un radical libre stable soluble dans 1’éthanol (ou méthanol).
D'une couleur violette intense, il présente un maximum absorbance a 517 nm. Lorsqu’une
molécule antioxydante réduit le radical DPPH. la couleur violette disparait rapidement pour
donner une couleur jaune péle), selon la réaction suivante (Pokorny et al., 2001; Roginsky et
Lissi, 2005):

DPPH+ (AH) ------- - » DPPH-H+ (A°) n

o.m No;>~>\_//v TR ¥ O,N{ }Nq’r&'—rc;\_//- A"
Qe R = >
— i

2.2'- Diphényl-1 picrylhydrazyl diphenyl-picrylhydrazin
—

Couleur Violette couleur jaune

saune

Figure 36 : Schéma de réduction du DPPH en présence d’un antioxydant

» Mode opératoire :
Cette étude a été effectuée en quatre étapes :
e Préparation de la solution oxydante du DPPH

La préparation de la solution DPPH est de 4% (m/v), obtenue par dissolution de 0.004g
de DPPH dans un 0.1L d’éthanol, ou bien 0.002g de DPPH dans un 0.005 L d’éthanol

selon le besoin
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Figure 37 : Solution éthanolique du DPPH (originale, 2022).
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Préparation des échantillons :

-La solution mére a été préparée en mélangeant 25mg d'extrait avec 25 ml d'éthanol

afin d’obtenir une concentration de 1mg /ml

- a partir de la solution meére, des dilutions de 80%, 60%, 40%,20%, 10% et 5% ont été

préparées.

- dans des tubes, un volume de 0.1 ml de chaque dilution est mélangé avec 3.9mi

DPPH

- les tubes ont été incubés a I’obscurité pendant 30min

- la lecture a été faite par UV visible a 517 nm on utilisant 1’éthanol comme blanc ; et

la solution contenant 3.9ml DPPH et 0.1ml d’éthanol comme solution de controle

= -
100% 80%

J
60%

J
40%

20% 10%

=
5%

solution control (3.9mI DPPH + 0.1ml

— 100% wam) 0.1 ml (extrait) + 3.9 ml (DPPH) = 4mi

Figure 38 : les dilutions de test DPPH
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e Préparation des échantillons d’acide ascorbique

Dans le but de comparer I’éventuel effet antioxydant de nos extraits, nous avons étudié
I’effet antioxydant de 1’acide ascorbique (vitamine C) connue par son effet anti radicalaire
tres fort (Knekt et al., 2004). Différentes dilutions d’acide ascorbique a faible
concentrations exprimée en mg /ml (0,004 ; 0,006 ; 0,008 ; 0,01 ; 0,015 ; 0,02 ; 0,04 ; 0,05
; 0,06 ; 0,08) ont été préparées selon le protocole expérimental disponible au complexe
antibiotique SAIDAL.
» Mode opératoire de I’activité anti radicalaire de la vitamine C

0,Iml de chaque solution aqueuse d’acide ascorbique (standard) a différentes
concentrations sont ajoutés a 3 .9ml de la solution éthanoique du DPPH (0,024mg /ml).
En paralléle, un contrdle négatif est préparé en mélangeant 0,1 ml d’eau distillée avec
3,9 ml de la solution éthanolique du DPPH.
La lecture de 1’absorbance pour chaque concentration contre un blanc déja préparé est

faite a 517nm apres 30 minutes d’incubation a une température ambiante.

e Expression et resultats

L’évaluation de I’activité antioxydant en utilisant la méthode DPPH est exprimeée en

pourcentage selon la relation suivante :

( Abs Controle — (Abs Extrait — Abs blanc) ¥

AAY% =
% Abs Controle

100

Abs Controle : est ’absorbance du tube controle.
Abs Extrait : est I’absorbance de la concentration en test.

Abs Blanc : est I’absorbance d’échantillon sans DPPH.

La variation du pouvoir de réduction en fonction de la concentration de ces extraits et de ’acide
ascorbique, permet également de calculer le paramétre 1C50 qui représente la « Concentration
Efficace ». Cette derniére est définie comme étant la concentration de 1’huile essentielle ou d’extrait
(ou bien aussi de I’acide ascorbique) nécessaire pour réduire 50% de D’activit¢ de DPPH°

(Molyneux, 2004 ; Samarth Panwar M; Soni A; Kumar M; et Kumar A. 2008)
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IV.9 Application a la formulation :

Nous avons formulé une pommade a base de cing extraits et une pommade a base d’un extrait

avec I’AgNPs.C, et un gel buvable a base de quatre extraits.

1V.9.1Formulation d’une pommade a base des extraits et AgNPs.C

> Les produits utilisés :
Pour essai 1 : on propose le nom Pucilen comme nom de notre pommade qui contient 20%
d’extrait cistus mensipliensis, 20 % d’extrait de cistus creticus et 20% d’extrait feuilles de

pistacia lentiscus ,20% punica granatum ,20% d’extrait fruit de pistacia lentiscus.

Les produits utilisés pour Pucilen sont présentés dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Les produits utilisés dans la formulation de Pucilen.

Produits de Formulation 1 « Pucilen »

Extrait cistus ceticus Extrait cistus mensipliensis Extrait fruits de pistacia
20% 20% lentiscus 20%
Extrait feuilles de pistacia | Extrait de punica granatum Huile de vasline
lentiscus 20% 20%
Vaseline Méthyl parabane Essence de lavende

Pour essais 2 : on propose le nom Fapulen comme nom de notre gel qui contient 25% d’extrait

fruits de pistacia lentiscus et 25% punica granatum et 25% Arbutus unedo et 25% feuilles
pistacia lentiscus.

Les produits utilisés pour Fapulen sont présentés dans le Tableau 12.
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Tableau 12 : Les produits utilisés dans la formulation de Fapulen

Produits de Formulation 2 «Fapulen»

Extrait des fruits de

Extrait de punica granatum

Extrait des feuilles de

pistacia lentiscus 25% 25% pistacia lentiscus 25%
Extrait d’arbutus unedo Méthyl parabane Vitamine ¢
25%
Vitamine E Huile végéta}le Eje menthe Gomme xanthane
poivré
Saccharose Arome d’orange

Eau purifiée

70% d’extrait cistus mensipliensis et 30% nanoparticules d’argent.

Pour essais 3 : on propose le nom Cis- Nano silver comme nom de notre 2 éme pommade qui contient

Les produits utilisés pour Cis-Nano silver sont présentés dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Les produits utilisés dans la formulation de Cis-Nano silver.

Produits de Formulation «Cis-Nano silver»

Extrait de cistus

mensipliensis 70%

AgNPs 30%

Méthyl parabane

Huile de vasline

Vaseline

Essence de lavende

1V.9.2 Formulation :

65

Le but de cette partie est d’optimiser la formulation d’une pommade contre les infections cutanées
et une pommade anti-cicatrisante et antibactérienne des infections cutanées (les staphylocoques) et

d’un complément alimentaire (gel buvable) contre les infections pulmonaires, contre la bronchite
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et comme antimicrobien. Pour cela, on a utilisé des plans d’expériences permettant de planifier les

essais de formulation, de rationaliser le nombre et d’assurer la qualité des résultats.
1IV.9.2.1 Méthode de préparation de pommade :

Le mode opératoire se résume comme suivant :

Dans un bécher de 250 ml, tous les excipients sont mis sous agitation mécanique a température
environ de 60°C pendant dix minutes, puis laisser sous agitation jusqu'a le refroidissement du

produit, afin d’assurer une bonne stabilité du pommade formulé.

1V.9.2.2 Méthode de préparation du gel buvable :

> Preparation de la phase aqueuse

C’est la phase qui a été extraite dans la premiére partie de notre travail.

> Préparation du gel buvable

Dans un bécher de 250 ml, tous les excipients sont mis sous agitation mécanique a température
albiante pendant dix minutes puis homogénéisé a 1’aide d’un homogénéisateur de type (IKA T

25 ULTRA-TURRAX) afin d’assurer une bonne stabilité de gel formulé.
IV.9.2.3 Caracteérisation du gel buvable et pommades :

> Caracterisation physico-chimique :

Controle du pH : la mesure du pH est un paramétre important étant donné qu’elle produit est

congu afin qu’il soit consommé directement par 1’étre humain.

*) " - (®)

Figure 39: A) pH-métre pour mesurer le pH des pommades/ B) ph de gel buvable fapulen
(Original 2022).
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Mesure de la viscosite : Les coefficients de viscosité sont des grandeurs physiques qui jouent un
role essentiel en rhéologie. Leur connaissance suffit parfois a caractériser de facon précise le
comportement rheologique du matériau. On définit différents coefficients de viscosité : Viscosité
dynamique ou apparente (Pa.s), Viscosité cinématique (cm2/s), Viscosité relative, spécifique,

intrinseque.

Figure 40 : viscosimétre pour mesurer la viscosité du gel buvable Original 2022.

1V.10 Etude de Deffet anti-inflammatoire

1V.10.1 Test de I’0oedeme plantaire induit par carragénine

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de 1’écorce de grenade (punica granatum), Ciste
de Montpellier (Cistus mensipeliensis), Ciste de créte (Cistus creticus), lentisque (Pistacia
lentiscus) les fruits et les feuilles, Nanoparticules d’argent, Notre gel buvable fapulen, Notre
pommade Cis-Nano silver et Notre pommade pucilen, aété réalisée selon la méthode décrite par
Winter et al. (1962). Pour ce faire, les souris des deux sexes sont été soumises a un jeune de
18 H avant I’expérimentation avec un acces libre a 1’eau. Elles ont été réparties en 6 lots de 5
animaux chacun. Le lot I contient I’extrait pure de la pommade pucilen fruit et feuilles pistacia
lentiscus et écorce de punica granatum et cistus mensipliensis et cistus incanus 5ml , pour
chaque extrait (2mg/ml), le lot 1l administrant le médicament de référence le Diclofénac®
(ttmoin positif), tandis que le lot 111 contient pommade Cis- Nano silver avec AgNPs.C 30% ,
pour I’extrait 70% et, le lot IV contient notre gel buvable fapulen , pour chaque extrait (
2.5mg/ml), le lot V contient de AgNPs (0.25mg/ml) , et le dernier lot VI administrant solution
physiologique au lieu du produit a controler (témoin négatif).

Cette ¢tude permet de comparer la réduction de 1’oedéme plantaire aprés administration des

doses du produit de référence et du produit anti-inflammatoire a tester.
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Quinze minutes apres le traitement par injection de 0.2 ml de carragénine (1% p/v) au niveau

de la voute plantaire de la patte postérieure droite 1’oedéme a été induit.

(A) (B)

Figure 41 : (A) Principe de gavage des souris, (B) Injection sub-plantaire de la carragénine
(Original 2022).

L’épaisseur de la patte (mm) a été mesurée a 1’aide d’un pied a coulisse digital avant injection

(VO0) et pendent et toutes les 30 min pendant 3H aprées induction de I’inflammation.

Figure 42 : Mesure de 1’épaisseur de la patte a 1’aide d’un pied a coulisse digital (Original
2022).

IV.11 Etude de la toxicité aigue
Principe :

Ce test, est réalisé sur des souris disponible au niveau de laboratoire de pharmacotoxicologie
(Saidal, Médéa). La race utilisée est sélectionnée pour laboratoire d’analyse, ayant le qualificatif

d’une race albinos de 19 a 23 g de poids, de type NMRI (Naval Médical research institute).




Chapitre IV : matériel et méthode

Selon le protocole du laboratoire de pharmacotoxicologie de SAIDAL, un essai limite peut étre
effectué, sur des rongeurs (souris) en administrant, par vois intra-gastrique, une dose unique du

produit a tester. Nous observons pendant 15 jours les cas de mortalite.

» Mode opératoire :

Nous avons utilisé notre gel buvable Fapulen.

- Fapulen : 25% punica granatum, 25% fruits de pistacia lentiscus, 25% feuilles de pistacia
lentiscus, 25% arbutus unedo.

- 5 ml est le volume du gel a préparer pour chaque lapin et 3ml pour chaque souris, Nous avons

utilisé 2 lapins et un lot de 5 souris.
- Mettre les lapins et les souris & jeun de nourriture la veille du test.

- A T’aide d’une sonde, pratiquer le gavage, Chaque souris regoit 0.5ml d’une dose donnée et 5
ml pour chaque lapins.
- Priver ensuite les souris de nourriture pendant 2 a 3h aprés I’administration. Procéder a leurs

observations afin de noter toute anomalie ou mortalité.

» Legavage:

5 ml de notre Gel est administré par gavage a chaque lapin et 0.5ml pour chaque souris une

fois par jour pendant une semaine a I’aide d’une sonde gastrique.

Figure 43 : principe de gavage du gel buvable des lapins (Original 2022).

IV.12 Test de tolérance cutanée :

L’application, sur la peau saine ou l1ésée, de produits chimiques, est susceptible de provoquer

chez certains sujets des irritations d’intensité variable. Les tests de tolérance locale cutanée ont
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pour but de prédire, a partir de la connaissance de la toxicité sur un organisme animal vivant,

le risque toxicologique chez ’homme.

» Principe :

L'indice d'irritation primaire cutanée de nos produits a été déterminé chez le lapin selon le
Protocol de Saidal inspiré de la pharmacopée européenne. Le dos de chaque animal est divisé en
deux zones aprés élimination des poils. Sur I’une des zones, le produit est appliqué directement,
sur ’autre zone, il est appliqué apres scarification. Le produit est maintenu en contact avec la peau
par un pansement pendant 24 heures. Des lectures sont faites une heure apres enlevement du
pansement, ensuite 24 a 72 heures aprés 1’application du produit jusqu'a 14 jours. Les lectures
consistent a apprécier 1’érythéme et 1’cedéme selon une échelle numérique notée de 0 a 4. La
détermination de I’indice d’irritation primaire cutanée IP se fait par 1’addition des chiffres obtenus
pour I’érythéme et I’cedéme a chaque temps de lecture (24 et 72 heures aprés 1’application) et pour
chacune des zones. Les chiffres ainsi obtenus sont additionnés, ce total est divisé par 24, la
moyenne ainsi obtenue représente 1’IP, celui-ci permet de classer le produit en quatre types de

réponses :

v Action non irritante, IP inférieur a0.5: IP <0.5.
v Action légérement irritante, IP compris entre 0.5et2: 05< IP < 2.
v Action moyennement irritante, IP compris entre 2 et 5: 2< IP <5

v’ Action sévérement irritante, IP compris entre 5et 8: 5 < IP < 8.

> Protocole expérimental :

En premier lieu, le dos et les deux c6tés de 2 lapins ont été tondues puis 3 scarifications paralléles
de I'épiderme de 3cm de long espacées d’environ 0.5 cm, ont été pratiquées au niveau du flanc
droit de chaque animal. Vingt-quatre heures plus tard, une quantité de produit équivalente a 0,5 ¢
a été appliquée sur chacun des flancs des animaux sous pansement semi-occlusif. Chaque produit

formulé a été laissé en contact avec la peau durant 24 heures.
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flanc traitée et I’autre flanc témoin

Préparations des zones traitées Application de pommade sur le
et incisinn aiir le flane traitée

Figure 44 : Technique de scarification, rasage et application le produit sur les lapins.

Trente minutes aprés I'enlevement du pansement, et 48 heures plus tard (soit environ 24 et 72
heures, jusqu'a 14 jours aprés l'application), l'irritation cutanée a été appréciée aux sites
d'application (scarifié et non scarifié) a l'aide d'une échelle d'évaluation numérique permettant de
coter les érythemes et la formation d'cedéme. L’évaluation porte sur la formation de I’érytheme et
de I’;edéme qui est notés suivant une échelle numérique est récapitulée dans les tableaux 14
suivant :

Tableau 14 : Evaluation de ’cedéme.

IAbsence d’cedéme

cedéme trés léger (a peine visible)

cedeme léger (gonflement apparent)

cedéme moyen (épaisseur 1mm)

Al W N k| O

cedéme grave (épaisseur supérieur a Imm)

Tableau 15 : Erythéme et formation d’escarres.

Absence d’érythéme

érythéme léger (a peine visible)

érythéme bien visible

érythéme modéré a important

Al W N | O

érytheme grave (rouge pourpre)
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L'indice d'irritation primaire cutanée a été déterminé en additionnant les chiffres obtenus pour
I'érythéme et I'cedéme, a 24 et 72 heures, sur les 12 zones d'application (1 zone scarifiée + 1 zone

intacte) X 6 animaux puis en divisant le total par 24.
IP = (Edeme + Erythémes) Flanc traité + (Edéme + Erythemes) Flanc témoin /24

IV.13 Activité cicatrisante :

Selon le Protocol de Saidal inspiré de la pharmacopée européenne, le test se fait sur lapin .Le dos de
chaque animal est divisé en deux zones apres élimination des poils. Aprés a 1’aide d’une lame on fait
deux scarifications Sur les deux zones, aprés le produit est appliqué directement chaque jour pendant 15

jours, Des lectures sont faites pendant 15 jours.

Sl e

Application de la pommade. J

Figure 45 : Technique de scarification, rasage et application de pommade sur lapin.

1V.14 Analyse statistique :

Dans notre travail plusieurs répétition dans 1’étude microbiologique et anti-inflammatoire alors
on a appliqué la moyenne, il s’agit la somme des répétitions divisé par le nombre des
répétitions.
(X1 + Xo + - . +X,) | 13X

[€2D) T n
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Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour 1’humanité et plus particuliérement
pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de développement qui en dépendent

pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs subsistances.

La flore Algérienne est I’une des plus riches au monde et possede de nombreuses plantes aromatiques
et médicinales et bon nombre d’entre elles sont des espéces endémiques. Elles constituent une
ressource non négligeable en matiere de molécules bioactives. Néanmoins, cette ressource reste peu
exploitée que ce soit au niveau des études scientifiques ou au niveau économique. La région nord
d’Algérie abrite plusieurs espéces endémiques et la plupart d’entre elles sont & usage médicinal.

La biosynthése des nanoparticules d'argent a recu une attention croissante dans le domaine de la
nanotechnologie en raison de leurs applications antimicrobiennes et biomédicales. La synthese verte
de nanoparticules métalliques est envisagée comme une alternative rentable et écologique dans le
scénario de recherche actuel. Le présent travail porte sur le développement de nanoparticules d'argent
en solution de nitrate d'argent. Cette étude a permis de faire une corrélation entre I'effet de I'extrait et

de la solution nitrate d'argent.

Le potentiel anti-radicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de DPPH dont les résultats
montrent que ces extraits possédent une bonne activité, donc cette plante contient des molécules qui
sont considérées comme des agents antioxydants de premiere classe et peuvent étre employées pour
des applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent de maniere tres efficace a

la prévention des maladies telles que le cancer, et les maladies cardiovasculaires.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test antimicrobien vis-a-vis 9 souches de
référence, les meilleurs résultats ont montré que les extraits de cistus mensipliensis et cistus incanus
et punica granatum et arbutus unedo et pistacia lentiscus presente une forte activité antimicrobienne

vis-a-vis S.aureus , S.épidermidis , P.aeruginosa.

Des nanoparticules d'argent ont été synthétisées a partir de la méthode de synthese verte en utilisant
I'extrait de feuille de cistus incanus et pistacia lentiscus. Les Ag NPs synthétisées ont été étudiées
pour leurs propriétés optiques, structurales, morphologiques de surfaces, antibactériennes,
cicatrisantes et anti-inflammatoires. Les conclusions suivantes ont été tirées des résultats obtenus

dans la présente étude.



Conclusion

L'étude optique montre que lI'apparition du pic UV-vis a 444 nm dans le spectre d'absorption
implique la formation des Ag NPs et sa forte intensité avec une largeur rétrécie indiquant la

taille et la forme homogénes des AgNPs.

Différents composes chimiques présents dans les extraits de plantes ont agi comme agents

réducteurs et coiffants lors de la synthése des NP comme en témoignent les spectres FTIR.

Les Ag NPs synthétisées ont montré une activité antibactérienne contre les bactéries
S.épidermidis, S. aureus, B.subtilus, P.aeruginosa, S.thyphérum, E.coli, et contre la souche

fongique candida albicans.



Conclusion
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ANNEXES

ANNEXE A :

1. Les milieux de culture utilisée :

> Eau physiologique :

Chlorure de sodium .........c.ccenee. 8.59
Peptone ......ccocvvveiiiiiie e 0.5¢
Eau distillé ..., 1000 ml
PH o 7
» Gélose Muller Hinton :
Extraits de boeuf ...........ccccocevveeiinnns 29
Hydrolysat de caséine ............ccccc...... 1759
AMIdON MAIS ...ovveeiiieee e 1.5¢
AGAT i 179
Eau distillé .......coveveiiiee, 1L
PH 7.5
» Gélose de SABOURAUD :
PEPLONE ...oveiiie i 10 g
DEXIIOSE ....vvvvviviieciiieeciee e 209
Chloramphénicol .........c.cocevviiiicinnnn 059
AGAN ..o 15¢
Eau distillé ... 1L
PH 5.7

2. Définitions :

Tween 80 Ou Polysorbate 80, Monoléate de sorbitane polyxyethyléne, le polysorbates 80 est un
produit synthétique fabriqué a partir de sorbitol (E420), en effet est un tensioactif non ionique
d'origine végeétale utilise comme un excellent solubilisant pour les huiles essentielles et a de
bonnes fonctions en tant qu'agent mouillant, modificateur de viscosité, stabilisant et agent
dispersant. Il est utilisé pour préparer une grande variété de produits dans les industries

alimentaire, cosmétique, pharmaceutique, textile et metallurgique



3. Les antibiotiques :

L’amoxicilline : C’est un antibiotique de la famille des béta-lactamine, indiqué dans le
traitement a des infections bactérienne a germe sensible, leur mécanisme d'action bactéricide
en inhibant la transpeptidase, enzyme essentielle, présente sur la membrane cytoplasmique,
qui commande la synthese du peptidoglycane ou muréine, constituant essentiel de la paroi des
bactéries a Gram négatif et a Gram positif.

Diclofénac : Le diclofénac est un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) dérivé de I'acide
phenylacétique du groupe des acides arylcarboxyliques. Il posséde les propriétés suivantes :
activité antalgique, antipyrétique, anti-inflammatoire et inhibition de courte durée des

fonctions plaquettaires.
ANNEXEB :
Matériels et produits chimiques

1- Matériel du laboratoire :

> Spectrophotomeétre UV/visible type lambda 25 Perkin Elmer.

> Plaque chauffante avec Agitation de type Stuart UC 152 utilisé pour la préparation des
milieux de culture.

» Autoclave pour la stérilisation des solutions et les milieux de cultures.

» Rotavapeur RE300 Cole-Parmer pour la séparation du solvant de 1’extrait.

> Filtres stériles (whatmanfilterpapers) a porosité de diametre de 150mm utilisé pour la
filtration de homogénat/filtrat et la solution.

» Disque imbibé Schleicher &Schuell@ 9 mm pour I’antibiogramme.

» Toutes les pesées sont effectuées a I’aide d’un Balance a précision de type Denver
avec I’incertitude de d=0,1 mg.

> Bain marie pour chauffer un récipient dans un bain d'eau en fonction de la

température souhaitée

Pour I'utilisation microbiologique on a utilis¢ Vortex de type VELP.

Etuve utilisé pour I’incubation des microorganismes.

Fisher-Lilly (Antibiotic Zone Reader) utilisé pour mesuré les zones d’inhibitions.

YV V VYV V

Verreries : ballons, fioles, entonnoirs, béchers, tube a essai, Pipettes, erlenmeyer,

ampoule a décanter,



» Homogéneisateur de type (IKA T 25 ULTRA-TURRAX) pour homogénéiser les
compositions dans la formulation du gel buvable.
> Viscosimetre de type BROOK FIELD pour mesurer la viscosité du gel.

» pH-meétre pour mesurer le pH des pommades et gel.

2- Les produits chimiques et les solvants :

- Ethanol 96% *DPPH

« Acétone *Twin 80

- Eau distillée « Gomme xanthane
« Mueller Hinton *Soja Agar

- Eau physiologique 0.9% *Saccharose

- Sulfate de magnésium (MgSO4) +Arome d’orange
- Benzoate Sodium * Para Hydroxybenzoate de Méthyl
- Acide ascorbique (vit C) * Huile végétale de menthe poivrée

« Glycérol » Gomme xanthane



