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Résumé

Cette étude examine la composition phytochimique et la bioactivité de Pimpinella
.anisum L (anis) et de ses nanoparticules d'argent biosynthétisées (4g/4g-0). La recherche
met en évidence la présence de divers composés bioactifs tels que des flavonoides, des tanins,
des saponines, des terpénoides, des alcaloides et des composés phénoliques, qui contribuent a
ses activités antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antidépressives et
analgesiques. La teneur totale en phénols a été déterminée a 109,1916 mg GAE/g d'extrait
sec, et la teneur totale en flavonoides a 25,636 mg QE/g d'extrait sec. L'extrait et les AgNPs
ont démontré une activité antioxydante notable, avec des valeurs d’IC so de 133,15 pg/mL et
178,88 pg/mL, respectivement. Le pouvoir réducteur et la capacité antioxydante totale (TAC)
ont également été évalués, montrant des résultats prometteurs pour l'extrait et les 4g/4g:0.
L'activité hémolytique de I'extrait et des Ag/4Ag-O a été évaluée, révélant de faibles taux
d'hémolyse, indiquant une bonne biocompatibilité avec les érythrocytes humains. Les valeurs
SPF de I'extrait de P.anisum L et des 4g/4g-0O étaient respectivement de 17,535 et 14,480,
suggérant des applications potentielles dans les formulations de cremes solaires. L'extrait et
les Ag/Ag-0O ont montré une activité anti-inflammatoire significative, avec des valeurs d’IC so
de 724,65 pg/mL et 1263,96 pug/mL, respectivement. L'extrait et les 4g/4g-0 ont tous deux
montré des effets inhibiteurs contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, les
Ag/Ag-0 affichant une efficacité antibactérienne supérieure. Le test de nage forcée et le test
de suspension de la queue ont indiqué des effets antidépresseurs significatifs pour I'extrait et
les Ag/Ag:0. Le test de la plaque chauffante et le test de contorsion induite par l'acide
acetique ont démontré le potentiel analgésique de l'extrait et des Ag/Ag-0O, avec des effets
dose-dépendants notables. Ces résultats soulignent le potentiel thérapeutique de P.anisum L et
de ses nanoparticules d'argent biosynthétisées, soulignant leurs propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires, antimicrobiennes, antidépressives et analgésiques. Ces résultats laissent

entrevoir des applications prometteuses dans les domaines pharmaceutique et biomédical.

Mots-clés : Pimpinella anisum L., Analyse phytochimique, Nanoparticules d'argent
(Ag/Ag0), Synthése verte, Activité antioxydante, Anti-inflammatoire, Antibactérien, Facteur

de protection solaire (FPS), Antidépresseur, Analgésique.



Abstract

This study investigates the phytochemical composition and bioactivity of Pimpinella
.anisum L (anise) and its biosynthesized silver nanoparticles (4g/Ag-0). The research
highlights the presence of various bioactive compounds such as flavonoids, tannins, saponins,
terpenoids, alkaloids, and phenolic compounds, which contribute to its antioxidant,
antimicrobial, anti-inflammatory, antidepressant, and analgesic activities. The total phenolic
content was determined to be 109.1916 mg GAE/g dry extract, and the total flavonoid content
was 25.636 mg QE/g dry extract. The extract and 4g/4g-0O demonstrated notable antioxidant
activity, with 1C50 values of 133.15 pg/mL and 178.88 pg/mL, respectively. The reducing
power and total antioxidant capacity (TAC) were also evaluated, showing promising results
for both the extract and Ag/Ag-0O. The hemolytic activity of the extract and 4g/4g:O was
assessed, revealing low hemolysis rates, indicating good biocompatibility with human
erythrocytes. The SPF values for P.anisum L extract and 4g/4g:O were 17.535 and 14.480,
respectively, suggesting potential applications in sunscreen formulations. The extract and
Ag/Ag20 exhibited significant anti-inflammatory activity, with 1Cso values of 724.65 pg/mL
and 1263.96 pg/mL, respectively. Both the extract and Ag/4g.O showed inhibitory effects
against Gram-positive and Gram-negative bacteria, with A4g/4g-O displaying higher
antibacterial efficacy. The forced swim test and tail suspension test indicated significant
antidepressant effects for both the extract and Ag/Ag-O. The hot plate test and acetic acid-
induced writhing test demonstrated the analgesic potential of the extract and 4g/4g-0O, with
notable dose-dependent effects. The findings underscore the therapeutic potential of P.anisum
L and its biosynthesized silver nanoparticles, highlighting their antioxidant, anti-
inflammatory, antimicrobial, antidepressant, and analgesic properties. These results suggest

promising applications in pharmaceutical and biomedical fields.

Keywords; P.anisum L , Phytochemical analysis, Silver nanoparticles (4g/4g:0), Green
synthesis, Antioxidant activity, Anti-inflammatory, Antibacterial, Sun Protection Factor

(SPF).Antidepressant, Analgesic.
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Introduction

L'utilisation des plantes médicinales connait un regain d’intérét a 1’échelle mondiale, en
raison de la reconnaissance croissante de leur efficacité thérapeutique et de leur innocuité en
tant que remédes naturels dans la prise en charge de diverses pathologies. Ce savoir
traditionnel, profondément enraciné dans I’histoire de I’humanité, continue de jouer un rdle
essentiel dans les soins de santé primaires, notamment dans les régions en développement. A
ce titre, plus de 200 000 espéces végétales a potentiel médicinal sont recensées dans les zones
tropicales, en particulier en Afrique, offrant ainsi une vaste réserve de composés bioactifs
pour la découverte de nouveaux médicaments (Clément, 2005 ; Millogo et al., 2005 ;
Bouacheriene & Benrabia, 2017).

Parall¢lement, la nanotechnologie s’impose comme une discipline révolutionnaire dans
de nombreux domaines tels que la médecine, la biotechnologie et les sciences de
I’environnement. Elle repose essentiellement sur la synthese et la manipulation de matériaux a
I’échelle nanométrique (1-100 nm), permettant 1’élaboration de nanomatériaux innovants aux
propriétés physicochimiques et biologiques améliorées. Parmi ces nanomatériaux, les
nanoparticules d’argent (AgNPs) suscitent un intérét croissant en raison de leurs
caractéristiques remarquables, telles qu’un rapport surface/volume ¢levé, une stabilité
chimique, des propriétés optiques uniques, ainsi que des activités antimicrobienne,
anticancéreuse et antioxydante marquées (Siddharthan et al., 2019 ; Verma et al., 2016). La
synthese verte des AgNPs a 1’aide d’extraits végétaux constitue une alternative écologique,
économique et biocompatible aux méthodes chimiques et physiques conventionnelles, en
¢évitant I’utilisation de réactifs toxiques et de conditions drastiques (Vorobyova et al., 2020).
Les composés phytochimiques présents dans les extraits de plantes — tels que les
flavonoides, les phénols, les terpénoides, les sucres et les enzymes — agissent simultanément
comme agents reducteurs et stabilisants, conférant ainsi une meilleure compatibilité

biologique et des effets thérapeutiques accrus (Djemam et al., 2020).

P.anisum L . (anis vert), appartenant a la famille des Apiacées, est une plante
aromatique et médicinale bien connue, largement répandue dans le bassin méditerranéen et en
Asie occidentale. Ses graines et huiles essentielles sont traditionnellement utilisées pour le
traitement des migraines, troubles gastro-intestinaux, épilepsie et insomnie. Les graines d’anis
sont aussi utilisées comme analgésique contre la migraine, ainsi que comme carminatif,
aromatique, désinfectant et diurétique en médecine traditionnelle (Amin, 2005). Dans certains
textes anciens, I’anis est mentionné pour la mélancolie, les cauchemars, ainsi que dans le
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traitement de ’épilepsie et des crises convulsives (Mirheydar, 2001). (Shobha, Rajeshwari et
Andallu 2013) ont observé que I’anis posséde un fort potentiel antiperoxydant et
antidiabétique, ce qui en fait une plante d’intérét pour les industries pharmaceutique et
alimentaire. (Cifti et al. 2005) ont montré que I’huile essenticlle d’anis contient comme
principaux constituants I’anéthole, 1’eugénol, le méthylchavicol, 1’anisaldéhyde et 1’estragole.
De plus, (Rebey et al. 2017) ont révélé que les graines d’anis peuvent constituer une source
prometteuse d’antioxydants naturels et étre utilisées comme additifs alimentaires. Cependant,
(Acimovic et al. 2014) ont rapporté que la sécheresse réduit considérablement le poids des
graines, le taux de germination et la teneur en huile essentielle, bien que le trans-anéthole soit
plus concentré en conditions arides. Certaines croyances traditionnelles suggerent que la
consommation d’anis chez les jeunes gargons pourrait affecter le systéme reproducteur
(Ibrahim, 2008). D’un point de vue pharmacologique, les extraits d’anis sont également
utilisés pour leurs effets diurétiques, laxatifs, expectorants, antispasmodiques, ainsi que pour
soulager les douleurs gastriques et les flatulences (Kreyidyyeh et al., 2003 ; Ibrahim et al.,
2017).

Malgré cette richesse phytochimique et cette diversité pharmacologique, 1’utilisation de
P.anisum L pour la biosynthése de nanoparticules d’argent et leur application dans le
traitement des troubles neurocomportementaux reste largement inexplorée. Bien que de
nombreuses études aient mis en évidence les propriétés biologiques de P.anisum L et le
potentiel biomédical des AgNPs, trés peu ont combiné ces deux approches dans une seule
stratégie intégrée. De plus, il existe un manque de recherches englobant a la fois des
évaluations des tests in vivo sur les effets neuroprotecteurs, anxiolytiques et antidépresseurs
de ces nanomatériaux.

Sur la base de ce constat, I'objectif principal de notre travail de thése était de synthétiser
et de caractériser des nanoparticules d'argent a partir de P.anisum L, et d'étudier leurs activités
biologiques in vitro et in vivo, notamment leurs effets neuroprotecteurs, anxiolytiques et
antidépresseurs chez les rats Wistar.

La structure de cette thése est divisée en deux parties. La premiére partie combine
deux chapitres : le premier est un inventaire bibliographique sur P.anisum L, et le second sur
les nanoparticules d'argent. La deuxiéme partie traite du travail expérimental et comprend
deux sections différentes:

v' Premiére partie : Basé sur I’étude in vitro :

Elle combine I’extraction des principes actifs de la plante et leur caractérisation

quantitative et qualitative. Synthése et caractérisation de nanoparticules d'argent. Enfin, des
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tests biologiques sont réalisés pour les comparer selon leurs propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires, hémolytique et antibactériennes activites.

v' deuxiéme partie : Basé sur I’étude in vivo :

Cette section vise a évaluer I'efficacité thérapeutique de l'extrait aqueux de Pimpinella
anisum L. et des nanoparticules composites d’argent/oxyde d’argent (Ag/Ag,0)

biosynthétisées dans le traitement de la dépression et des troubles anxieux chez les rats males
Wistar
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1. Généralités

L'anis, ou P.anisum L , est utilisé depuis longtemps en médecine traditionnelle et
alternative, ainsi que dans le secteur pharmaceutique. L'espéce est originaire d'Asie du Sud-
Ouest, du Moyen-Orient et du bassin méditerranéen. Les études actuelles ont révélé que
P.anisum L sauvage et cultivé est riche en composés bioactifs, tels que les phénols, les
tanins, les caroténoides et les acides gras. Différentes parties de P.anisum L sont utilisées
pour traiter des maladies, des agents pathogenes et a des fins antivirales, antibactériennes et

antifongiques.

L'anis (P.anisum L ) est une plante herbacée annuelle aromatique, rustique, pubescente
et haute de 60 cm, originaire de I'est de la Méditerranée et de l'ouest de I'Asie. Il appartient a
la famille des ombelliféres, principalement pour ses fruits (Sungur I et al,. 2023 ). 1l est connu
sous différents noms selon les pays, comme Annesella en Italie ; Anisa, Badiane, Saunf et Sop
en Iran et en Inde ; et Boucage anis en Afrique du Nord (Khare C et al., 2007). Il est cultivé
dans divers endroits, notamment en Chine, au Japon, en Amérique du Sud, en Afrique du
Nord et en Europe du Sud (Singletary KW et al., 2022). Son petit fruit est appelé a tort «
graine ». Pourtant, il est communément appelé « anis », une épice populaire une fois mdr et
séche (Singletary KW et al., 2022). La plante pousse de septembre & mars, avec une floraison
et une fructification entre janvier et mars (Asad M et al.,2022). Depuis I'Antiquite, les graines
danis sont utilisées en alimentation et en médecine, deux domaines qui jouent un role
essentiel dans la préservation de la santé humaine et lI'amélioration de la qualité de vie. Grace
a sa diversité biologique et a ses conditions climatiques variées, la Chine dispose d'un
potentiel important de production de plantes et d'herbes aromatiques et médicinales (Giil¢in 1
et al., 2003). Lanis est utilisé en médecine traditionnelle chinoise depuis le Ve siecle
(Dargahi T et al., 2021) et dans d'autres médecines traditionnelles iraniennes et indiennes. Les
graines d'anis sont traditionnellement utilisées comme analgésique contre les migraines, ainsi
que comme carminatif, odorant, désinfectant et diurétique . En médecine populaire, elles sont
utilisées pour favoriser la production de lait, les menstruations, la sécrétion d'urine et de
transpiration, ainsi que pour un teint sain (Amin G et al., 2005). De plus, dans certains
ouvrages traditionnels, elles sont également utilisées pour polir les dents, traiter les
cauchemars et traiter les crises d'épilepsic (Nasir.A et al., 2021). La tisane danis est
traditionnellement utilisée chez les enfants pour traiter les infections des voies respiratoires

supérieures et I'asthme bronchique (On l'utilise également comme expectorant et pastille, et
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pour aider les femmes a produire plus de lait. 1l est généralement utilisé pour faciliter

l'accouchement et comme laxatif doux.

L'anis est utilisé comme agent aromatisant et aromatisant en cuisine pour les produits a
base de poisson, les glaces, les bonbons et les chewing-gums (Salehi Surmaghi M, 2010).
Plusieurs composés chimiques ont été isolés de l'anis, notamment les huiles essentielles
(ERURJ, 2023), principalement lanéthole, I'estragole et le limonene. Des composés
phénoliques ont également été signalés, tels que I'acide gallique, la naringine et la quercitine.
Plusieurs études pharmacologiques ont été menées sur l'anis : Antibactérien, antifongique,
insecticide, antiviral, myorelaxant, antispasmodique et relaxant des muscles lisses,
anticonvulsivant, antiulcéreux, antidiabétique, hypolipidémiant et analgésique dans la
dysménorrhée, ce qui a assuré son utilisation traditionnelle (ShojaiiA et al.,2012). Cette revue
se concentre sur les activités pharmacologiques et les constituants phytochimiques de I'anis au

cours des cing derniéres années.
2. Description botanique

P.anisum L est une plante aromatique herbacée , annuelle (Babulka , 2004), a tige

gréles, creuses et tres ramifiées peuvent atteindre de 50 a70 cm (Polese , 2006 )

Les feuilles inférieures ont une forme arrondie et réniforme, tandis que les feuilles
pédonculées sont pennatifides a tri pennatifides et deviennent de plus en plus finement

divisées a mesure qu'elles montent sur la tige.

Les tiges rondes et rainurées se ramifient dans la partie supérieure de la plante et

forment des ombelles apicales composees avec des fleurs blanches.

Les fruits gris-vert, en forme de poire, sont densément couverts de poils et se composent

de deux moitiés aux crétes claires. La plante entiére dégage une odeur aromatique d'anis.
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Figure 01 : a: plante de P.anisum L, b : fleurs, c : la forme des graines sur la plante,
d : graines séchées(Bruneton Jean., 2009)

3.Répartition géographique

L'anis vert ou P.anisum L c'est une plante originaire du Moyen —Orient et elle est connue
depuis I'Egypte ancienne (Gulginet al., 2003). Pour le moment elle est cultivé dans la région
de l'est de Méditerranée, dans I'ouest de I'Asie, dans le Moyen Orient et en Amérique centrale
(Shojaiiet et al., 2012)

Les plantes d’anis poussent mieux dans un sol léger, fertile et bien drainé. Les graines doivent
étre plantées dés que le sol se réchauffe au printemps. Etant donné que les plantes ont une
racine pivotante, elles ne se transplantent pas bien aprés la germination. Il faut donc les
démarrer a leur emplacement final ou les planter alors que les semis sont encore petits.
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Figure 02 : Répartition géographique de I'anis vert ou P.anisum (Gulginet al., 2003).
4. Classification

La plante a été classée selon (Dupont et., 2012) ; (Delille, 2007) Elle est la suivante :
Tableau 01 : Classification de la plante

Division Plantes a graines

Sous-embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous-catégorie Roisdae
Ordre Apiales
Famille Tentacules
Espece P.anisum L

5. Dénomination internationale

Nom commun : Anis-vert.

Nom usuel francais : Anis vert, petit anis, anis d’Europe.

Nom anglais :Aniseed (Peter, 2001).
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6. Composition biochimique de la graine d’anis vert

Les fruits de cette plante sont des petites graines composées de:

*Eau(%9)

*Glucides de I’ordre de 50%

*Protéines(%18)

*Polysaccharides(%35)

*phénoliques

+Lipides (8 — 16%

*Fibres brutes(%15)

«Cendre(%7)

Polysaccharides, flavonoides, hétérosides de flavon

*Furcoumarins et hydrox-coumarines

«lons essentiels (Potassium, calcium, phosphate et fer)

*Rendement d’huile essentielle qui représente peut varier de 1,5 2 6.%
6.1 Lipids

v' Les graines d’anis vert contiennent 8 a 16 % (23,9 % d’huile contenant des acides
gras satures et insaturés (Singh G et al.,2008) Le pourcentage des acides gras insaturés est
nettement supérieur a celui des acides gras satures.

v' L’acide pétroselinique est I’acide gras le plus important avec une contribution allant
de 50 & 70 % de la composition totale en acides gras.

v' D’autres acides gras sont également présents tels que 1’acide oléique avec une
contribution de 22 a 28 %, I’acide linoléique de 5 a 21 % et 1’acide palmitique de 5 a 10 %
(16 et 17) autre des acides gras.

6.2 Huile essentielle

De nombreux travaux sur P.anisum L . ont révéle que le constituant majoritaire de son

huile essentielle est le transe-anéthol et que le y-hima-haléne et 1’estragon y sont également
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présents mais dans des proportions moindres. (Dupon F et al., 2007),(Singh G et al., 2008)
Figure 03:
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Figure 03 : Composes majeurs de I'huile essentielle de graines de P.anisum L.

Le p-anis aldéhyde, 1’eugénol, le -caryophyllée sont des exemples de composes mineurs

contenus dans I’huile essentielle de la graine d’anis vert.
6.3 Composés phénoliques

Attribuent aux graines d’anis vert une teneur en composes phénoliques Totaux de 3,539
mg equivale-‘nt acide gallique/g (Ghouati Y et al., 2008). Au niveau de la composition, la
graine d’anis 0,016+ vert contient différents flavonoides glycolyses tels que la quercitrine-3-
glucuronide, le rutoside, la lutéoléine-7-glucoside, I’isoorientine, 1’isovitexine« 1’apigenine-7-
glucoside (Souri E et al., 2008).

7. Activités Biologiques de P.anisum L

En plus de ces propriétés carminatives, expectorantes et anti-colique, I'huile essentielle
des graines d'anis vert possede d'autres activités qui ont été étudiées par de nombreux
chercheurs; dont on distingue:

7.1 Activité parasiticide et insecticide

Les composés actifs de I'H.E des graines d'anis vert tel que : I'anéthol. anisaldéhyde et
myristicin possédent une légeére activité contre les insectes, les parasites et les acariens dont

les anciens avaient l'utilise comme un traitement pour lutter contre la gale et les poux.

Cependant I'H.E de P.anisum L semble avoir une activité larvicide et ovicide dont elle a
montré une toxicité au 4éme stade de developpement avec une DL50 de 115 ug/ ml. En outre

elle possédait une forte activité nématicide contre M.incognita. (Mlle Bekara, 2008).

11
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7.2 Activité antifongique

L'H.E des graines d'anis vert possede une activité antifongique importante dont elle est
considérée comme un puissant inhibiteur contre Penicillium sp et Aspergillus sp avec une
concentration inhibitrice minimale (CMI) de 40 ul ml et contre P.chvsogenum a 60 ul
Cependant le principal constituant de cette huile qui est I'anéthol semble étre efficace avec
contre les levures particulierement contre Saccharomyses cerevisiae avec une concentration
fongicide minimale (MFC) de 200pug/1.

7.3 Activité antibactérienne

Il a été démontré que I'H.E d'anis est active contre plusieurs bactéries, dont elle inhibe la
croissance de nombreuses espéces y compris Staphylococcus aureus, E.coli, Bacillus subtilis

et Pseudomonas aeruginosa.
7.4 Activité antiulcéreuse

La suspension aqueuse des graines d'anis vert posséde une activité cytoprotective et anti
ulcéreuse contre l'ulcére gastrique provoqué expérimentalement chez les rats, ainsi ont
montrés que cette suspension réduit significativement la sécrétion gastrique et 1’acidité, de
plus elle inhibe completement les ulcérations chez les rats. Cet effet produire probablement

par la mediation des prostaglandines due a I'H.E d'anis vert. (Mlle Bekara, 2008).
7.5 Activité antioxydant

Certaines études établis suggérent que I'H.E d'anis vert peut agir comme un antioxydant,
ainsi les études de sur l'ulcere gastrique chez le rat étaient suivis par celle de qui ont conclu
que l'effet anti ulcéreux d'H.E d'anis était du probablement & ses propriétés antioxydants.
D'autre par ont trouvés une forte corrélation entre le potentiel antioxydant et les fractions
flavonoides qui représentent I'un des composés actifs de cette huile Essentielle (Dupont et al.,
2012).

7.6 L'effet bénéfique de P.anisum L sur le systeme nerveux

Dans la littérature on trouve que la famille des Apiécée renferme 08 genres et 08
especes qui sont utilisés pour traiter les désordres neurologiques. Parmi elles, P.anisum L, qui
est connue depuis les nuits des temps par ses vertus thérapeutiques, ainsi les extraits de cette
espece restent utiliser aujourd'hui ou ils rentrent comme un ingrédient dans la production des

médicaments de toux, de stress et les tranquillisants. Cette utilisation rentre le plus souvent
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dans le cadre de la médecine traditionnelle qui a été tres évoluée chez les Arabes et les Perses.
En effet, la plante d'anis vert a été largement exploitée depuis plusieurs siécles notamment
comme un remede pour traiter les convulsions et I'épilepsie dans la médecine persienne
traditionnelle, en plus elle possédait un effet neuroprotecteur contre les maladies cérébro-

vasculaires.

Le mécanisme d'action de cette plante sur le systeme nerveux reste encore mal connu,
mais a travers l'ensemble des études établis sur ce sujet, ont constaté que l'effet anti
convulsant de I'extrait et d'H.E d'anis vert pourrait étre di a l'activation des récepteurs
GABAergique. En addition, de nombreuses études in vivo, ont démontré que l'extrait et I'H.E
de P.anisum L , possédaient un potentiel d'action sur le systeme nerveux dont ils retardent
(mais ne protegent pas) les crises induites par le picrotoxin (PTX) chez les rats (Mlle Bekara ,
2008).

D'une part, suggéraient que I'H.E des graines d'anis peut agir sur le systeme nerveux par
l'augmentation de seuil de convulsion et par I'inhibition de sa propagation. D'autres travaux de
cette méme équipe ont trouvé que I'H.E peut aussi inhiber les convulsions induites chez le rat
suite a une administration d'une dose élevée de pentylenetetrazole (PTZ) ou suite a un choc
électrique. (Singh G et al., 2008)

D'autre part, trouvé que I'H.E de P.anisum L pourrait avoir une influence sur l'activité
bioélectrique des neurones dans des conditions de contrdles (chez I'escargot) ou bien apres
I'induction d'une crise épileptique par PTZ. Tous les composés d'anis vert pourraient étre
responsables de I'effet neuroprotecteur exercé par I'H.E sur le systéme nerveux. En effet, le
transe-anéthol-le composé majoritaire- est largement utilisé comme un substrat pour la
synthése d'une variété de substances d'intérét neuropharmaceutique tel que les médicaments
sédatifs et les anti convulsant. Exemple : 1’anéthol est le substrat de la synthése du

Phénobarbital, qui est un médicament potentiellement anti convulsant (Dupont et al., 2012) .
7.7 Toxicité de P.anisum L

Selon la classification des produits toxiques, les substances avec une Dose létale 50
(DL50) entre 1 et 5 g/kg sont considérees comme faiblement toxiques, ainsi les composés
avec une valeur de DL50 supérieure a 5 g/Kg sont pratiqguement considérées comme non

toxiques .

Cependant a bien demontré l'absence de mortalité aprés une administration de l'extrait

aqueux de P.anisum L a des doses de : 0,5, 2,8, 16 et 32 g/kg par voie orale. Ainsi la DL50
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par voie intrapéritonéale de I'extrait aqueux et éthanolique de I'anis vert est de 4,93 g/kg et
3,77 g/kg respectivement. (Mlle Bekara, 2008).

Ils constaté que cette plante n'a aucun effet toxique lorsqu'elle a été administrée a des
doses 10fois plus grandes que celles connue chez I'homme. En outre, ont trouvé que la DL50
de I'huile essentielle des graines d'anis vert obtenue par Hydrodistillation est de 0,847 ml/kg
testée chez les souris albinos, ainsi la DL50 de I'huile fixe de cette méme plante est de 3,152
ml/Kg. La voie d'administration et I'espéce animale peuvent influencer le seuil de toxicité de
I'huile essentielle de P.anisum L dont la DL50 par voie orale est de 2,3g/kg chez les rats et par

voie cutanée est de 5g/kg chez les lapins.

Le Trans anéthole, le composé majoritaire des graines d'anis vert, possede une DL50 de
2,1- 3,2 g/kg par voie orale, et de 0,64-1.41 g/kg par voie intrapéritonéale chez le rat. Aucun
probléme n'a été enregistré lors de la prise des graines d'anis vert pendant la gestation et la
lactation. Cependant., l'inhalation de la poudre de ces graines une certaine allergie chez le
sujet asthmatique avec un test de peau positive ainsi qu'un patient a présenté un taux élevé des

IgE anti anise dans le sang. (Mlle Bekara, 2008).

A forte dose I'huile essentielle de P.anisum L., peut induire des nausées, des
vomissements, des convulsions, @&démes pulmonaires et elle peut entrainer l'ivresse, la
paralysie et méme un coma profond. Cette toxicité est attribuée aux : cis anéthole et Estragole
qui sont similaires dans leurs structures avec le Safrole qui est un gent fortement
hépatotoxique (Singh G et al., 2008).
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Chapitre Il Nanoparticules d'argent et l'activité biologique

1. Nanotechnologie

La nanotechnologie a été définie de diverses manieres par différents scientifiques. Selon
I‘Initiative Nationale de Nanotechnologie (National Nanotechnology Initiative = NNI) aux
Etats- Unis: «la nanotechnologie, cest la recherche et le développement technologique aux
niveaux atomique, moléculaire ou macromoléculaire (1 a 100 nm), la capacité a contréler ou
manipuler a 1'échelle atomique et la création et 1‘utilisation de structures, dispositifs et
systemes qui ont de nouvelles propriétés et fonctions en raison de leur petite et moyenne taille
(Roco, M.C., 2001). Une autre définition donnée par la société royale et 1‘académie royale
d'ingénierie est «la nanotechnologie est la conception, la caractérisation, la production et
I'application de structures, de dispositifs et de systemes en contrélant la forme et la taille a
I'échelle nanométrique » (Stylios, G.Ket al., 2005 ). Ainsi, I'amélioration des propriétés des

matériaux par la maitrise de leurs structures nanométriques est au cceur de la nanotechnologie

(Nazeruddin, G.M et al., 2015).

Cette définition suggere la présence de deux conditions pour la nanotechnologie. La
premiéere est I'échelle: la nanotechnologie a pour but d'utiliser les structures en contrélant leur
forme et leur taille a I'échelle nanométrique. La deuxiéme condition est liée a la nouveauté: la
nanotechnologie doit traiter de petites choses d'une maniere qui tire parti de certaines

propriétés en raison de I'échelle nanométrique (Bayda et al,. 2020).

La nanotechnologie peut étre classée en catégories. Ce sont des procédés de
nanofabrication, des nanodispositifs pour de nouvelles fonctionnalités de haute performance,

de nanomesure et des nanomatériaux (Yamamoto, K et al., 2021).

2. Nanoparticules d’argent
2.1 Présentation générale de I’argent

L'argent est un élément chimique avec le symbole Ag de couleur gris blanc (M.chauvel
Romain et al., 2018). C‘est un métal malléable, ductile et précieux qui a été connu depuis des
temps anciens (ses premiers débuts vers 5000 avant notre ere) et est situé dans le groupe 11
(Ib) et la période 5 du tableau périodique. L'argent est largement distribué dans la nature.
Mais son abondance dans la croQte terrestre est trés faible (0.05 ppm) par rapport aux autres
métaux. L'argent a le numéro atomique 47 et le poids atomique de 107.880, et sa
configuration électronique a I'état fondamental est [Kr] 4d105s1. La plupart du temps, I'argent
peut exister dans un mélange d'isotopes, 107Ag et 109Ag. L'Ag est visiblement
diamagnétique et sa susceptibilité magnétique est presque indépendante de la température de
la température ambiante a juste en dessous du point de fusion (Sivaguru p et al,. 2018).
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2.2 Nanoparticules d’argent

Les nanoparticules d‘argent ou nano-argent sont des molécules ayant une taille de 20-40
nm, composées a 80% d‘atomes d‘argent et a 20% d‘ions argent. Elles sont, devant les
nanotubes de carbone et les NPs de titane, les NPs les plus vendues et relachées dans
I‘environnement. Les AgNPS sont trés pris€s par 1‘industrie pharmaceutique et
agroalimentaire, de part notamment leur propriété biocide. Néanmoins, 1‘utilisation de ces
NPs reste controversée de par leur risque sur la santé et 1‘environnement (Hemmerlin, M.,

2014).
3. Méthodes de synthése des nanoparticules

Il existe deux approches différentes utilisées pour synthétiser les NPs, l'approche
descendante «top-down, qui est basée sur des méthodes physiques, et I'approche ascendante
«bottom-up», qui est basée sur des méthodes chimiques (Gulati, S et al., 2018).

L'approche descendante part d'un matériau en vrac qui incorpore des détails
nanometriques critiques. Dans cette approche, un biomatériau est congu en réduisant une
entité complexe en ses composants, comme la création de petits cristaux a partir d'un tissu dur
minéralisé en vrac par gravure a l'acide. En revanche, I'approche ascendante assemble des
matériaux a I'échelle nanoscopique, tels que des molécules et des atomes, pour former des

structures plus grandes (Figure 04) (Liu, Y et al.,2011).
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La synthése des nanoparticules fait appel a des méthodes chimiques, physiques et
biologiques. Les procédures biologiques sont encore au stade de développement (Figure 05)

(Ayesha Arshad., 2017).
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Figure 05 : Différentes méthodes de synthése des nanoparticules (Dhand. C et al.,2015)
3.1 Méthodes physiques et chimiques de synthese des nanoparticules

La réduction chimique, qui est la réeduction d'un sel ionique dans un milieu approprié en
présence de tensioactif a l'aide d'agents réducteurs. Certains des agents réducteurs
couramment utilisés sont le borohydrure de sodium, I'nydrate d'hydrazine, le chlorate d'aura

de potassium et le citrate de sodium.

o La synthese solvothermique, qui est une voie polyvalente a basse température dans
laquelle des solvants polaires sous pression et a des températures supérieures a leur point
d'ébullition sont utilisés. Dans des conditions solvothermiques, la solubilité des réactifs
augmente de maniére significative, permettant a la réaction d'avoir lieu a une température plus
basse.

o La technique sol-gel, qui est une technique chimique par voie humide utilisée pour la
fabrication d'oxydes métalliques a partir d'une solution chimique qui agit comme un

précurseur pour un réseau intégré (gel) de particules discretes ou de polyméres. Le sol
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précurseur peut étre soit déposé sur le substrat pour former un film, soit coulé dans un
récipient approprie avec la forme souhaitée pour synthétiser des poudres.

o L'ablation au laser, qui consiste a retirer le matériau d'une surface solide par
irradiation avec un faisceau laser. Le matériau est chauffé par I'énergie laser absorbée et
s'évapore ou se sublime & faible flux laser. A flux plus élevé, le matériau est converti en
plasma. La quantité de matiére éliminée par une seule impulsion laser et la profondeur sur
laquelle I'énergie laser est absorbée dépend des propriétés optiques du matériau et de la
longueur d'onde du laser. Des nanotubes de carbone peuvent étre produits par cette méthode.

o La condensation de gaz inerte, ou différents métaux sont évapores dans des creusets
séparés a l'intérieur d'une chambre a ultra-vide rempli d'’hélium ou d'argon gazeux a une
pression typique de quelques 100 pascals. A la suite de collisions inter-atomiques avec des
atomes de gaz dans la chambre, les atomes métalliques évaporés perdent leur énergie
cinétique et se condensent sous la forme de petits cristaux qui s'accumulent sur un doigt froid
rempli d'azote liquide. Par exemple, des nanoparticules d'or ont été synthétisées a partir de fils
d'or (Manoj Singh, S et al., 2011).

3.2 Méthodes biologiques (Synthese verte)

En raison du taux élevé de produits chimiques toxiques et de I'environnement extréme
utilisé dans la production physique et chimique de ces NPs, des méthodes vertes utilisant des
plantes, des champignons, des bactéries et des algues ont été adoptees (Agarwal, H et al.,
2017).

4. Synthése verte des AgNPs

La synthése verte repose sur une réaction redox, au cours de laquelle les ions
métalliques sont réduits en nanoparticules stables par les composants d'un organisme ou de
son extrait. Bien que les organismes vivants, tels que les algues, les champignons, les
bactéries et les plantes, puissent synthétiser des nanoparticules in vivo (Fayaz, A.M. et al.,
2010) la synthese verte in vitro de nanoparticules, médiée par des extraits végétaux, a gagné
en popularité grace a sa simplicité, son faible co(t, son caractere écologique et sa facilité de
mise a I'échelle . Bien que la synthése verte a base d'extraits végétaux soit une technologie
récente, un procédé contrasté a été utilisé pour la préparation du Bhasma (cendre de métal) en
Ayurveda, une médecine traditionnelle indienne pratiquée depuis plus de 2000 ans. Dans le
premier cas, les ions métalliques sont réduits et stabilisés comme cela est pratiqué depuis plus

de 2000 ans. Dans le premier cas, les ions métalliques sont réduits et stabilisés sous forme de
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NP par les composants de I'extrait (approche ascendante) ; en revanche, dans le second cas,
les NP sont des composants de I'extrait (approche ascendante) ; En revanche, dans ce dernier
cas, les NP sont produites par calcination de feuilles métalliques (approche descendante), qui
sont macérées avec des extraits de plantes médicinales pour obtenir un potentiel thérapeutique
(Vineet,K et al,. 2009) (Marslin, G et al,. 2015)

4.1. Mécanisme de la synthése verte des NP par les plantes

Un processus appelé bioaccumulation, qui confere aux plantes la capacité de détoxifier
les ions métalliques, peut expliquer le mécanisme de synthése des NP par les plantes. Lorsque
les plantes absorbent des ions métalliqgues a un rythme plus rapide que celui de leur
élimination par catabolisme, les ions métalliques excédentaires s'accumulent dans les tissus
végétaux. La présence de métaux a des niveaux toxiques peut induire une production
excessive d'espéces réactives de l'oxygene (ERO) dans les cellules et endommager les
macromolécules cellulaires, entrainant de graves irrégularités morphologiques, métaboliques
et physiologiques chez les plantes. Pour contrer la toxicité des métaux, les plantes sont
équipées de mécanismes de chélation sophistiqués pour détoxifier les métaux. Les

oligopeptides riches en cystéine,.

Les phytochélatines et les protéines de faible poids moléculaire appelées
métallothionéines peuvent former des complexes avec les métaux et, a terme, eéliminer les ions

métalliques par séquestration vacuolaire . (Makarov et al., 2014).
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Figure 06 : Un schéma décrivant le mécanisme possible de la synthéese verte in vivo des NP
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4.2. Métabolites secondaires dans la synthese verte des NP médiée par les extraits de

plantes :

Plusieurs plantes ont été utilisées pour synthétiser des nanoparticules a partir d'extraits
végétaux. Parmi les nombreuses molécules utilisées, on trouve des proteines, des substances
de faible poids moléculaire comme les terpénoides, les alcaloides, les acides aminés, les
alcools, les polyphénols (catéchine, flavones, taxifoline, procyanidines de différentes
longueurs de chaine formeées par des unités de catéchine et d'épicatéchine, et les acides
phénoliques), des glutathiones, des polysaccharides, des antioxydants et des acides organiques
(acides ascorbique, oxalique, malique, tartrique et protocatéchuate). Les protéines, les sucres,
les terpénoides, les polyphénols, les alcaloides, les acides phénoliques et d'autres substances

peuvent également contribuer a la réduction des ions métalliques en nanoparticules.

Conservent leur stabilité une fois qu'ils ont atteint cet objectif De plus, les flavonoides
sont des composés de l'implication dans la synthese verte a été la plus largement étudiée
(Makarov et al., 2014).

5. Parameétres de fonctionnement pour la production de nanoparticules

d'argent

La synthése de nanoparticules d'argent dépend de parametres opérationnels importants.
Quelle que soit la technique utilisée, certains facteurs opérationnels, tels que la concentration
et le rapport volumique des substances réactives, le temps de réaction, la température et le pH,
influencent la vitesse de synthese, la taille et la forme des nanoparticules. Ces parameétres
peuvent étre modifiés pour contréler leur taille, leur forme, leur morphologie générale, leur
efficacité et leur applicabilité. Cette section présente un apercu de ces parametres

opérationnels.
5.1 Effets de la concentration

La concentration en ions argent influence considérablement la synthese des
nanoparticules d'argent. Ce paramétre a eté étudié afin d'identifier la quantité d'ions argent la
plus adaptée a la génération de nanostructures d'argent. Pour étudier I'effet de la concentration
initiale en ions argent, une gamme de concentrations a été préparée, les autres parametres
étant maintenus constants. La pratique courante consiste a faire varier la concentration en ions
Agt+ de 1072 a 102 M. Des études bibliographiques ont établi et approuvé la concentration de

103 M comme la concentration la plus appropri¢e, permettant d'obtenir une meilleure
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résonance plasmonique de surface. Dans la plupart des méthodes de chimie humide et de
synthese biologique, l'augmentation de l'intensité des ions argent augmente la vitesse
d'obtention de la résonance plasmonique de surface. Les nanoparticules d'argent se forment
dans la gamme de longueurs d'onde de 400 a 490 nm, avec la formation d'une forme en cloche

idéale, caractéristique de la formation des nanoparticules d'Ag0 (Pandey S et al,. 2012)
5.2 Effet du rapport volumique:

Le rapport volumique de la solution d'ions argent a I'extrait servant de réducteur et de
stabilisant, ou borohydrure de sodium, joue un rdle important dans la synthese des
nanoparticules d'argent. Différentes publications ont montré que, dans les méthodes
biologiques et les voies de synthése verte, un excés d'ions argent est nécessaire a une
meilleure formation des nanoparticules d'argent. Dans certains cas, un rapport de 9:1 (solution
d'ions argent: extrait végétal/bouillon) a été utilisé, tandis que dans d'autres, un rapport de 4:1
a été utilisé. (Oluwaniyi et al., 2016)

5.3 Effet du temps de contact et de la température

Un autre facteur important influencant la croissance des nanoparticules d'argent est le
temps de contact, également appelé temps de réaction. Ce facteur a été déterminé en faisant
varier le temps de formation des nanoparticules d'argent. Généralement, le changement de
couleur vers le jaune ou le brun témoigne de la croissance des nanoparticules d'argent. Ce
phénomeéne est surveillé a l'aide d'un spectrophotometre UV-Vis jusqu'a ce que la longueur
d'onde d'absorption maximale soit atteinte, avec une excellente résonance plasmonique de
surface (RPS). L'intensité du pic est fonction du temps de contact et augmente donc avec le
temps. (Pandey S et al,. 2012) Le temps de contact est I'un des parameétres qui contrdlent la
taille des nanoparticules d'argent en raison du décalage vers le bleu des pics d'adsorption. On
peut en déduire qu'entre 0 et 20 minutes (au stade initial), la bande de RPS s'élargit en raison
de la lente conversion des ions argent (Ag+) en nanoparticules d'argent zérovalentes (AgO0).
L'augmentation du temps de contact favorise une excellente formation de bandes
plasmoniques, car une grande quantité d'Ag+ a été convertie en Ag0. Cependant, une
augmentation supplémentaire du temps de contact entraine une diminution notable de
I'intensité d'absorption et de la longueur d'onde, ce qui indique une certaine agrégation des
nanoparticules d'argent, entrainant une diminution de la taille des particules (Wen C et al.,.
2012).
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5.4 Effet du pH

Plusieurs facteurs influencent la réduction des ions argent en nanoparticules d'argent. Le
pH, l'un des paramétres opérationnels, joue un réle majeur car il affecte la chimie de la
synthése des nanoparticules dargent . Ceci est réalisé en ajustant le pH a l'aide d'acide
phosphorique ou d'acide chlorhydrique et d'hydroxyde de sodium. En pratique, lors de la
synthese verte, le pH de I'extrait est ajusté de 2 a 11, et le processus de réduction est suivi par
spectroscopie UV-Vis. Ce changement de nature chimique de I'extrait affecte ses
performances ainsi que le taux de réduction. Dans une étude menée par Heydari et
Rashidipour sur la synthese verte de nanoparticules d'argent a partir d'extrait d'écorce de
chéne, les résultats ont montré que le taux de synthese des nanoparticules d'argent augmente

avec le pH jusqu'a pH =9, puis diminue (Heydari R et al., 2015).
6. Caractérisation des nanoparticules d’Argent :

Les nanoparticules peuvent étre classées en catégories quantitatives et qualitatives. Les
différentes propriétés des nanoparticules telles que la taille, la géométrie, la forme, la
cristallite et la surface peuvent étre déterminées a 1‘aide de ces techniques. Par exemple, la
technique de spectroscopie UV-vis est utilisée pour confirmer la formation de nanoparticules
en montrant le pic de résonance plasmonique. La détermination de la cristallite est effectuée
en utilisant la diffraction des rayons X. A 1‘aide de 1‘analyse TEM, AFM et SEM, la
morphologie, la forme et la taille des particules des nanoparticules peuvent étre trouvées. De
plus, la hauteur et le volume des particules peuvent étre mesurés a l‘aide d‘images AFM
tridimensionnelles. De plus, la technique de diffusion dynamique de la lumiére est utilisée
pour déterminer la distribution granulométrique. La spectroscopie des restes de surface
(SERS), champ noir annulaire a grand angle (HAADF), spectroscopie d‘absorption atomique
(AAS) et spectroscopie photoélectronique a rayons (XPS) et analyse thermogravimétrique
(TGA). (Paramelle Dorian, et al., 2014)

23



Chapitre Il Nanoparticules d'argent et l'activité biologique

Spectro-
photometry

Dynamic
Light
Scattering

X Ray
Diffraction

Characterization
of Silver
Nanoparticles

Fourier-
Transform
Infrared
Spectroscopy

Transmission
Electron

Microscopy

Scanning
Electron

Microscopy

Figure 07 : Différentes méthodes biologiques pour la synthése de nanoparticules d'argent
(Hiester,A et al,. 2004)

6.1 UV Visible

La spectroscopie UV-Visible est une technique trés utilisée pour les substances
organiques et minérales, elle repose sur la transition d’¢lectrons de valence qui passent de
1’état fondamental a 1’état excité grace a une onde électromagnétique (Heister, A et al., 2004).
Il a étée utilisé pour vérifier les AgNPs biosynthétisés (Pirtarighat, S et al., 2019). Outre
I’analyse, identifier et caractériser de ces derniers. Il utilise une longueur d’onde comprise
entre 200 et 800 nm et il est capable d’identifier des nanoparticules dont taille varie de 2 a 100

nm.
6.2 La diffraction des rayons X (RDX)

Le spectre DRX des AgNPs biosynthétisés indiquent la réduction du nitrate d'argent en
AgNPs et 1’état d’oxydation des particules, ainsi la cristallinité d'argent Ago. La taille
cristalline moyenne des AgNPs s'est a peu prés étre de 12,95 nm a un visage cubique centré
(Hazarika,S et al,. 2016)

6.3 La spectroscopie Infrarouge a transformer de fourrier

L’infrarouge est une méthode tres utilisée pour la caractérisation et I’identification des
composés ou de leurs groupements fonctionnels (liaisons chimiques) dans un mélange
d’extraits. L’identification des liaisons se fait a ’aide du nombre d’onde correspondant et la
détermination de groupe caractéristique par un spectre d’un composé inconnu qui sera

identifié par comparaison a la bibliotheque des composés connus (Mollick, E et al., 2014).
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Puis, elle est utilisée pour confirmer I’interaction entre 1’argent et les bioréducteurs (Rai, M. et
al., 2013)

6.4 La microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (MEB) est une technique de microscopie
électronique capable de produire des images en haute résolution de la surface des
nanoparticules d'argent en utilisant le principe des interactions électrons-matiére. Des études
montrent que les nanoparticules d'argent de taille environ 50 nm (Kalishwaralal, K et al.,
2008)

6.5 Caractérisation structurale des nanoparticules métalliques par Microscopie
Electronique & Transmission (MET)

La microscopie électronique a transmission (MET) est une technique trés utile pour la
caractérisation des nanoparticules métalliques. Le contraste observé en MET provient de la
différente capacité de I'échantillon a laisser passer ou a diffuser les électrons. Comme les
nanoparticules métalliques ont une densité électronique trés élevée, cela permet d'obtenir des
images de tres bonne qualité. Cette technique permet une observation directe de la

morphologie de 1’échantillon a 1’échelle nanométrique (Ider M et al,. 2017).
7. Applications des nanoparticules d’argent

Ces derniéres années, il y a eu diverses estimations de la production mondiale d* AgNPs. Il
est prévu que l'industrie mondiale des nanotechnologies continuera de croitre de maniere
significative, plus précisément, la production d'’AgNPs. Plusieurs études ont montré que les
AgNPs ont une plus grande valeur marketing que les autres NPs et que leur présence dans les
produits de consommation est plus largement annoncée (Calder6n-Jiménez,et al., 2017)
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Figure 08 : Applications des nanoparticules d’argent (Calderon-Jiménez,et al., 2017)
7.1 Activité antimicrobienne

De nombreuses études ont confirmé I’efficacité des nanoparticules d’argent (AgNPs)
contre divers microbes, y compris les souches résistantes aux antibiotiques. (Verma et al,.
2010) ont montré une forte activité des AgNPs contre Candida albicans, Pseudomonas
fluorescens et E. coli. (Adebayo-Tayo et al,. 2019) ont observé une inhibition significative de
Bacillus cereus, Citrobacter sp. et E. coli par des AgNPs biosynthétisés. L’efficacité des
antibiotiques a également été augmentée lorsqu’ils sont combinés aux AgNPs. Ces derniers
ont démontré une action anti-biofilm, utile contre des infections oculaires comme la kératite,
et les Gr-AgNPs issus de feuilles de goyave ont montré une meilleure activité contre E. coli
que les AgNPs chimiques, grace a une meilleure adsorption des biomolécules (Gurunatan S et
al,. 2009).

7.2 Activité antifongique

Les nanoparticules d'argent (AgNPs) présentent une activité prometteuse en tant
qu'antifongiques sOrs et respectueux de l'environnement, en particulier contre Candida
albicans et C. glabrata, et I'efficacité dépend de la taille des particules. 1l a été démontré que
les AgNPs biosynthétises sont efficaces contre de multiples agents pathogenes végétaux a une
concentration de 15 mg/mL (M.D.R et al,. 2012) et contre Fusarium oxysporum a une
concentration de 8 pg/mL (G.V et al,. 2013). La combinaison d’AgNPs avec la nystatine ou la
chlorhexidine a également amélioré I’effet anti-biofilm. De plus, il s’est avéré efficace contre

les champignons endophytes tels qu’ Aspergillus et Penicillium (O.A et al,. 2015)
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7.3 Activité antivirale

Les maladies virales sont de plus en plus répandues, ce qui rend le développement
d’agents antiviraux crucial. Parmi eux, les nanoparticules d’argent (AgNPS) se distinguent par
leurs mécanismes antiviraux particuliers, influencés par leur taille et leur forme. Elles ont
montré une efficacité inhibitrice contre le VIH et le virus de I’hépatite B. Une étude sur
I’administration intra-nasale d’AgNPs chez la souris a révélé une amélioration notable de la
survie apres infection par le virus grippal H3N2, avec une réduction de la charge virale

pulmonaire et des lésions tissulaires (X. D. X. et al., 2013)
7.4 Activité anti-inflammatoire

Pour lutter contre 1’inflammation, les nanoparticules d’argent (AgNPs) ont récemment
émergé comme agents anti-inflammatoires prometteurs. Bien que leur action antimicrobienne
soit bien connue, leurs effets anti-inflammatoires restent peu explorés. Bhol et Schechter (B.
K. C. et al.,, 2007) ont démontré que 1’administration d’AgNPs chez le rat, par voie
intracolonique (4 mg/kg) ou orale (40 mg/kg), réduit significativement 1’inflammation du
cblon. Les rats traités ont également présenté une guérison plus rapide et une amélioration
esthétique dépendante de la dose. De plus, dans un modeéle de dermatite de contact porcine, le
traitement au nano-argent a augmenté 1’apoptose des cellules inflammatoires et réduit les

cytokines pro-inflammatoires (M.P. L et al., 2010)
7.5 Anticancéreux

En raison de leur cytotoxicité, les nanoparticules d’argent (AgNPSs) sont largement
utilisées comme agents anticancéreux. Le degré de toxicité dépend de sa charge de surface ;
Les particules chargées positivement présentent une persistance tissulaire plus élevée, ce qui
les rend adaptées a I'administration de produits thérapeutiques. Il s’est avéré efficace contre
divers types de cancer, tels que le cancer du foie, du poumon, du sein et du col de I’utérus, en
produisant des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) et en inhibant la croissance des
vaisseaux sanguins et la division cellulaire. Cela entraine également des dommages a I’ADN
et des perturbations de I’équilibre calcique, ce qui stimule la mort cellulaire (apoptose) et

arréte la division.

Azizi et son équipe ont développé un nouveau nanocomposite composé d’AgNPs
recouverts d’albumine ciblant les cellules cancéreuses du sein MDA-MB 231. Ces cellules ont

montré des signes d'apoptose et les particules de 90 nm chargées négativement (-20 mV) ont
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été efficaces pour cibler les cellules cancéreuses, ce qui les rend prometteuses comme agent

chimiothérapeutique potentiel a une concentration DL50 de 5 uM (W.T et al., 2011).
7.6 Textiles

Les nanomatériaux, notamment les nanoparticules d’argent (AgNPS), sont utilisés dans
les textiles (vétements de sport, sous-vétements, etc.) pour leurs propriétés antimicrobiennes
et de blocage UV. Des études ont montré leur efficacité contre des bactéries telles que S.
aureus, K. pneumoniae, (S.Onitsuka et al,. 2018) Corynebacterium (A. P.V et al,. 2009)., P.
aeruginosa (J.B.H et al,. 2010) et E. coli (W. H .J et al,. 2010) . Les tissus traités présentent
aussi des propriétés hydrofuges et oléofuges. ont démontré 1’intégration efficace de ces
nanoparticules dans les fibres textiles, les rendant adaptés aux applications biomédicales (A.
M.Othman et al,. 2017).

7.7 L’industrie alimentaire

Les nanoparticules d’argent (AgNPs) sont largement utilisées dans 1’industrie
alimentaire en raison de leurs propriétés antibactériennes, permettant une meilleure
conservation des aliments sans conservateurs (C.M.K et al., 2012). Elles sont intégrées dans
les emballages et revétements alimentaires pour prolonger la durée de conservation et limiter
la croissance microbienne . Plusieurs études ont démontré leur efficacité, notamment dans la
réduction des microbes sur le melon, le jus d’orange et le poulet. Toutefois, certains résultats
comme ceux de montrent une efficacité limitée selon les conditions d’entreposage et le type
d’aliment (L.Kuuliala et al., 2015).

7.8 Activité catalytique

Les AgNPs montrent une activité catalytique efficace dépendante de leur taille et de leur
méthode de synthése. Elles facilitent la réduction de colorants comme le bleu de méthyléne
(MB) avec NaBH4 ou I’orange méthylique sous lumiere visible (Ulva lactuca). Des extraits
végétaux comme ont été utilisés pour synthétiser des AgNPs actives dans la dégradation de
divers colorants. Un taux de dégradation élevé (jusqu’a 98,2 % en 60 min) a été observé
(Balaraman et al. 2020). De plus, les AgNPs peuvent étre récupérées et réutilisées
efficacement jusqu’a trois fois (D.Baruah et al. 2019).
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1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Les graines d'anis ont été identifiees par le Professeur LAIB Ibtissam (Faculté des
Sciences Naturelles et de la Vie, Université d'El Oued) apres avoir collecté les parties aériennes
de la plante P.anisum L au cours du mois de novembre 2024 dans le nord-est de I'Algérie, plus
précisément dans la région d'El Eulma (36°09'54"N 5°4125"E) dans la province de Sétif. La
partie aérienne a été nettoyée sous 1’eau courante du robinet pour éliminer la poussiére et autres

corps étrangers. 1l a ensuite été broyeé, séché et stocké pour une utilisation ultérieure.

Figure 09 : P.anisum L original (2024)

Vingt rats albinos males adultes, pesant entre 160 et 250 g, ont été collectées a
I'animalerie de I'Institut Pasteur d'Alger. Les animaux ont été transférés a l'animalerie du
Département de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Faculté des Sciences Naturelles et de la
Vie, Université d'ElI Oued, Algérie, ou ils ont été acclimatés pendant e, avec une humidité
relative de 64 + 2 % et une température ambiante nviron un mois dans les mémes conditions
environnementales du laboratoire. Le cycle lumineux (12 h de lumiére/12 h d'obscurité) a été
maintenu de 19 + 1 °C. De la nourriture et de 1’cau potable ont été fournies ad libitum tout au
long des expériences. Toutes les procédures liées aux soins et a la manipulation des souris au
cours des expériences ont éeté realisées conformément aux pratiques éthiques recommandées
par le comité d’éthique local. Toutes les expériences sur les animaux ont été menées a
I'Université d'EI Oued conformément aux directives éthiques et approuvées par le comité
déthique de l'université (numéro d'approbation 04/S.C./FL/NS/EU/2025). L'étude a été

enregistrée sous les réferences 4/2025.
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1.3. Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude, notamment Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Bacillus subtilis
(ATCC 25973) et Klebsiella pneumoniae (ATCC 13885) et Escherichia coli (ATCC
25922), du laboratoire de I'Institut Pasteur d'Alger, Algérie.

1.4. Produits chimiques et réactifs

Tous les produits chimiques et réactifs utilisés dans cette étude étaient de qualité
analytique et obtenus auprés de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Etats-Unis). Le principal
produit chimique utilisé était le nitrate d’argent (AgNOs, 99,9 %), qui a joué un role crucial
dans la synthése des nanoparticules d’argent. De plus, divers autres produits chimiques étaient
nécessaires aux protocoles expérimentaux, notamment l'acide chlorhydrique (HCI, 36-38%),
I'ammoniac dilu¢ (NH4sOH,25 30%), l'acide sulfurique (H2S04,98%), le chloroforme
(CHC15,99,8%), le chlorure ferrique (FeCl3,99%), le carbonate de sodium (Na.C03,99,5%), le
réactif de Folin-Ciocalteau (HsPW12040 + H3sPMo012040,99%), un meélange d'acide
phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique, le chlorure d'aluminium (AICl13,99%),
l'acide ascorbique (CsHz06,99%), le méthanol (CHsOH,99,8%) et le DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl).  (CisHi2NsO6,98%),  diméthylsulfoxyde (DMSO) (C:Hs0S,99,9%),
ferricyanure de potassium (Ks[Fe(CN)s],99%), phosphate de sodium (NasP04,98%), molybdate
d'ammonium ((NHi)2M004,99%), dodécylsulfate de sodium (SDS) (Ci2H25NaO.S,98,5%),
ovalbumine (CassH704N124S,95%), la principale protéine du blanc d'ccuf, acide gallique
(C7H60s5,98%), quercétine (CisHi007,98%), réactif de Wagner/Mayer, acide aspicique,
hydroxyde de sodium (NaOH,98 99%) et solution tampon phosphate plus Acide
sulfurique(H2S04,98%). Ces réactifs ont été utilisés dans de nombreuses expériences et
analyses tout au long de I’étude pour garantir I’exactitude et la fiabilité des résultats.

2. Méthodes
2.1. Analyse phytochimique de P.anisum L

2.1.1. Extraction de I'extrait agueux de P.anisum L

Pour réaliser I'extrait aqueux, 10 g de poudre seche de P.anisum ont été mélangés a 100
mL d'eau distillée. Apres macération pendant 24 heures a température ambiante, le mélange a
été filtré a l'aide de papier Whatman et évaporé a l'aide d'un évaporateur rotatif. L'extrait a été
pesé et conservé & 4°C dans un réfrigérateur pour analyse ultérieure. (Murugan and

Parimelazhagan, 2014).
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2.1.2. Rendement d'extraction

Le rendement d'extraction a été calculé comme suit : équation (1)

[ Rendement (%) = W1/W2 x 100 (1) ]

Ou W1 est le poids de l'extrait et W2 est le poids de la poudre séchée de matiere

végétale (Boutennoun et al., 2017).

2.1.3. Analyse phytochimique

Sélection phytochimique on a identifié et détecté les composants actifs de Il'extrait

végétal de P.anisum L en réalisant des tests chimiques de la maniere suivante:
2.1.3.1. Polyphénols

2mL de I'extrait ont été traités avec quelques gouttes de FeCl3 a 2 % (p/v). Lorsque des
dérivés de polyphénols sont présents dans le FeClI3, la couleur vire au vert ou au bleu noiratre
(Sankhalkar and Vernekar, 2016).

2.1.3.2. Alcaloides

Verser 1 mL de I'extrait a analyser dans chacun des deux tubes a essai. Ajouter quelques
gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube et quelques gouttes de réactif de Wagner
dans le deuxieme tube aprés avoir acidifié le milieu avec quelques gouttes de HCI. Les
alcaloides sont indiqués par le développement d'un précipité brun ou blanc, respectivement
(Gontijo et al., 2017).

2.1.3.3. Flavonoides

La présence de flavonoides est indiquée par I'apparition d'une teinte jaune dans le tube a
essai apres avoir ajouté 5 mL de l'extrait a tester, 5 mL d'ammoniaque dilué et 1 mL de
H2S04 (Ibtissam et al., 2021).

2.1.3.4. Terpénes
Nous avons placé 5 mL d'extrait végétal dans un tube a essai, en y ajoutant 2 mL de
chloroforme et 3 mL d'acide sulfurique concentré. La présence de terpénoides donne lieu a

une teinte brun rougeatre (Harborne, 1998 ).
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2.1.3.5. Saponines

Un tube de laboratoire renferme 10 mL de I'extrait aqueux. Aprés 15 secondes de
secouage du tube, on l'a laissé tranquille pendant encore 15 minutes. La présence de
saponines a été signalée par une hauteur de mousse soutenue supérieure a 1 cm (Edeoga et al.,
2005)

2.1.3.6. Recherche de tanins
Nous fusionnons 5 mL de I'extrait avec 1 mL d'une solution aqueuse a 2 % de chlorure
ferrique (FeCl3) dans un tube de laboratoire. Selon (Evans , 2009), un ton verdatre ou

bleuatre signale la présence de tannins.

2.1.3.7. Glycosides du cceur
On a combiné 2 mL de chloroforme avec 1 mL de I'extrait. On a ensuite délicatement
ajouté du H2SO4 a l'intérieur du tube a essai. La présence d'une partie glycone d'un glycoside

cardiaque est signalée par une teinte brunatre (Yam et al., 2009 )

2.1.3.8. Anthocyanes

On procede au traitement de I'extrait aqueux en y incorporant une modeste portion
d'acide chlorhydrique, suivie par lI'ajout d'une quantité réduite d'ammoniac (NH40OH). Si des
anthocyanes sont présents, la teinte se modifiera et le rouge se manifestera (Wadood et al.,
2013)

2.1.3.9. Stéroides
On a ajouté 5 gouttes d'H2S04 concentré a 1 ml d'extrait. La couleur rouge signale la

présence de stéroides (Trease et Evans, 1989 )
2.1.4. Quantification des composés phytochimiques

2.1.4.1. Estimation des composés phénoliques

Totaux Les composés phénoliques totaux ont été déterminés par dosage de Folin-
Ciocalteu. 0,2 ml d'extrait aqueux de P.anisum L a été ajouté a 1 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu a 10 %. 800 ul de carbonate de sodium saturé (75 g/l) ont été ajoutés apres 4
minutes. Aprés 2 heures d'incubation a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a
765 nm. Pour garantir la reproductibilité des résultats, les tests ont été répétés trois fois
(Slinkard et Singleton, 1977). La teneur en composés phénoliques totaux a été calculée a
partir de I'équation d'étalonnage linéaire de I'acide gallique standard en mg d'équivalent acide

gallique par gramme.
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2.1.4.2. Quantification des flavonoides

Totaux Nous avons utilisé l'analyse colorimétrique au chlorure d'aluminium (AICI3)
pour déterminer la teneur en flavonoides totaux de l'extrait de P.anisum L (Ahn et al., 2007)
de la maniére suivante : 1 mL de la solution d'AICI3 a été combiné avec 1 mL de I'échantillon
et 1 mL de I'étalon. A 430 nm, I'absorbance a été mesurée aprés 30 minutes en comparaison
avec le blanc réactif préparé. Afin de trouver les résultats, une équation d'étalonnage lineaire
avec l'utilisation de la quercétine comme étalon a été utilisée. Les résultats ont été exprimés

en milligrammes de quercétine par gramme d'extrait.
2.2. Synthese verte des nanoparticules d'argent

Les AgNPs ont été synthétisées en mélangeant 10 ml de partie aérienne de P.anisum L
avec 90 ml d'une solution d’AgNO3 a 10 mM. Une couleur brunatre apparait aprés quelques
minutes, ce qui indique la synthese des AgNPs. Les melanges ont été conservés dans

I'obscurité a 60 °C et pendant 24 heures. Aprés

La production d'AgNPs a été confirmée par des spectres UV-vis, elle a été centrifugée
pour avoir une separation complete, puis elle a été lavée plusieurs fois avec de I'éthanol et de
I'eau distillée. Le précipité final a été recueilli avec soin et séché pour obtenir les
nanoparticules finales d'AgNPs pour de futures expériences et caractérisations (Jha et Shimpi,
2018)

2.2.1. Caractérisation des AgNPs

Les nanoparticules d'argent ont été caractérisées par UV-Vis, FT-IR, XRD, SEM et
EDX

2.2.1.1. Spectrophotometre UV-visible

Les propriétés optiques des AgNPs ont été mesurées a l'aide d'un spectrophotometre
Shimadzu UV-1800 (Japon). Les données ont été collectées dans la gamme de longueurs
d'onde de 200 & 800 nm.

2.2.1.2. Spectroscopie infrarouge a transformée de fourier

Un spectrometre FTIR Agilent Cary 630 (Agilent Technologies) a été utilisé pour
étudier les caractéristiques de liaison des AgNPs. L'échantillon a été placé directement sur la

plate-forme, une pression uniforme a été appliquée et les spectres ont été enregistrés sous la
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forme d'une moyenne de 8 balayages a une résolution de 16 cm-1 dans la plage (4000-400)

cm-1.
2.2.1.3. Diffraction des rayons X (DRX)

La structure cristalline des AgNPs a été étudiée a l'aide de la diffraction des rayons X
sur poudre) PROTO AXRD Benchtop) en utilisant un rayonnement CuKa (30 kV, 20 mA)

avec une longueur d'onde de 0,154281 nm et une vitesse de balayage de 0,05°.

Dans la plage 20 de 20 a 80°, nous avons pu effectuer l'analyse aux rayons X de solides
distinctement mélangés. La taille des cristallites a été calculée a l'aide de la formule de

Scherrer équation (02), en sélectionnant le pic dominant de la plus haute intensité.

K.
D= Y
B.cosO

Ou D est la taille des cristallites, k est le facteur de forme (0,9), est la longueur d'onde

0,154281)nm, CuKa), est la largeur totale a mi-hauteur (FWHM) et est I'angle de diffraction

2.2.1.4.Microscopie électronique a balayage (MEB) et spectroscopie

dispersive en énergie (EDX)

La microscopie électronique a balayage permet de balayer une région de la surface de
I'échantillon avec un faisceau d'électrons de quelques nanometres de diameétre. La technique
permet de visualiser les caractéristiques morphologiques a fort grossissement entre le faisceau
d'électrons et les enveloppes atomiques des éléments du matériau a analyser. Le balayage crée
un rayonnement de fluorescence X qui peut étre rendu détectable par une spectroscopie

dispersive en énergie (EDS) et peut étre utilisé pour I'analyse.

La forme et la taille des particules de nanoparticules d'argent ont été examinées a l'aide
du phenom Pro Microscope électronique a balayage de bureau (MEB) avec un grossissement
optique de 20-134x, un grossissement électronique de 160-150 000x, un zoom numérique
maximal de 12x, des tensions d'accélération de 5, 10 et 15 kV, un détecteur d'électrons
rétrodiffusés. Détecteur d'électrons rétrodiffusés (BSD) et spectroscopie dispersive en énergie
(EDX), résolution nominale de 6 nm ou moins. Le microscope est équipé d'un porte-

échantillon a tempeérature controlée (plage de température -20°C a 50°C ).
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2.3. Activité in vitro de I'extrait aqueux de P.anisum L , des nanoparticules

d'argent

2.3.1. Activité antioxydante
2.3.1.1. Activité anti-radicalaire DPPH :

ImL de la solution DPPHe est mélangé a 1 mL de chaque extrait (ou d'acide ascorbique
comme témoin). Le mélange réactionnel est agité pendant quelques secondes et conservé a
température ambiante pendant 30 minutes dans l'obscurité. L'absorbance du milieu réactionnel

est enregistrée a 517 nm équation (03) (Mansouri et al., 2005 )

[ Pourcentage d'inhibition (IP) = [(t¢émoin Abs - échantillon Abs) / témoin Abs) x 100]

Ou témoin Abs est I'absorbance du témoin (avec tous les réactifs sauf I'échantillon) et

échantillon Abs est I'absorbance de I'échantillon.
2.3.1.2. Dosage du pouvoir réducteur (RP ):

Le pouvoir réducteur a été déterminé par les procédures d'Oyaizu. L'échantillon a été
mélangé avec un tampon phosphate (2,5 ml, 0,2 M, pH 6,6) et une solution aqueuse a 1 % de
ferricyanure de potassium (2,5 ml, K3 [Fe (CN) 6]) avec des concentrations variées (mg/ml)
dans de l'eau déionisée. Aprés ajout d'aliquotes d'acide trichloracétique (2,5 ml, solution
aqueuse a 10 %), le mélange a été incubé a 50 °C pendant 20 minutes et centrifugé a 10
minutes a 3 000 tr/min. Le surnageant (2,5 ml) et I'eau filtrée ont été ajoutés a une solution de
FeClI3 (0,5 ml, 0,1% ) fraichement préparée (2,5 ml) ; I'absorbance a été lue a une longueur

d'onde de 700 nm. L’acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif (Oraiza, 1986 )
2.3.1.3. Dosage du phosphomolybdate (capacité antioxydante totale)

Le dosage est basé sur la capacité de I'extrait a réduire le Mo (VI1)-Mo (V) puis a former
un complexe phosphate vert/Mo (V) sous pH acide. Une aliquote de 0,3 mL de I'extrait a été
ajoutée a 3 mL de solution réactive (0,6 M d'acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium
et 4 mM de molybdate d'ammonium). Le mélange réactionnel a ensuite été incubé dans des
tubes pendant 90 minutes a 95 °C. Aprés refroidissement des échantillons a température
ambiante, I'absorbance de la solution a 695 nm a été mesurée par un spectrophotomeétre par
rapport a un blanc. 0,3 mL d'eau distillée est utilisé comme blanc a la place de I'extrait (Islam
etal., 2013)
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Un graphique AA typique a éte utilise pour estimer les équivalents d'acide ascorbique.
L'expérience a été menée en triple et les résultats sont rapportés en mg/g d'extrait égal a

I'acide ascorbique.
2.3.2. Activité anti hémolytique

L'expérience d’hémolyse a été réalisée comme indiqué ci-dessous, selon (Vinjamuri et
al 5 ¢2015).ml de sang ont été centrifugés a 1 000 tr/min pendant 10 minutes a 40 °C dans des
tubes avec 5,4 mg d'EDTA pour éviter la coagulation. Le test hémolytique a été réalisé sur des
érythrocytes lavés stockés pendant 6 heures a 40 °C. Des échantillons de test avec 100 pL
d'un composant P.anisum L des nanoparticules d'argent et diverses fractions ont été utilisés.
Une suspension d'érythrocytes en 10 dilutions, 50 puL de chaque, et 100 puL de 1XPBS
(témoins positifs et négatifs), 100 pL chacun de SDS a 1 % ont été utilisés. Ensuite, incuber
pendant 60 minutes dans un bain-marie a 37 °C (Vinjamuri et al., 2015). Au mélange
réactionnel, 850 uL de XPB ont été ajoutés pour porter le volume a 1 mL. Le mélange a été
centrifugé pendant 3 minutes a 300 tr/min et la concentration en hémoglobine a été
déterminée en quantifiant la quantité d'hémoglobine présente dans le surnageant a l'aide d'un

spectrophotometre a 540 nm.

La formule suivante a été utilisée pour déterminer le pourcentage d’hémolyse équation
(04)

0D sample

0 1 1 i = .
YoHemolysis Inhibtion = 100 0D sample x 100

2.3.3.Calcul du facteur de protection anti solaire (Anti SPF)

L'efficacité photoprotectrice des nanoparticules d'argent (NPA), l'extrait aqueux total
(AE), a été évaluée en mesurant leur anti FPS par analyse spectrophotométrique. Chaque
échantillon a été préparé a 1 mg/mL dans de I'éthanol pour assurer I'homogénéité.
L'absorbance a été Admesurée entre 290 et 320 nm, avec des intervalles de 5 nm. L'Avéne®,
un écran solaire disponible dans le commerce, a été utilise comme témoin positif. Les valeurs

du SPF ont été calculées selon la formule décrite par (Rudrappa et al,. 2023) équation (05):

[ = SPF Spectrophotométrique = CFxY  EE (3)x I (3)xDO (3) ]

ou :

CF ; facteur de correction (10).
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EE ; effet érythémateux du rayonnement a la longueur d'onde (A) nm.
| ; spectre d'intensité solaire (A) nm.

DO (») ; valeurs d'absorbance spectrophotométrique a la longueur d'onde. Les valeurs
de EE (M) x I (A) sont des constantes. Pour garantir la précision, chaque test a été realisé en

triple.
2.3.4. Activité anti-inflammatoire

Le test d'inhibition de la dénaturation de l'albumine d'ceuf a été utilisé pour étudier
l'activité anti-inflammatoire de l'extrait aqueux brut, des nanoparticules d'argent et des
fractions de P.anisum L . Le mélange réactionnel (5 ml) était composé de 200 ul d'albumine
d'ceuf de poule fraiche, de 2,8 ml de tampon phosphate (pH 6,4) et a ét¢ additionné de 2 ml de
diverses concentrations de notre échantillon médicament standard diclofénac sodique,
également, 2 ml d'eau distillée ont été utilisés a la place de I'extrait ou du diclofénac pour
préparer le témoin. Les mélanges réactionnels ont été incubés a 37 °C dans un bain-marie
pendant un intervalle de 15 minutes. Ensuite, les mélanges réactionnels ont été soumis a un
temps de chauffage de 5 minutes a 70 °C. L'absorbance des mélanges réactionnels a été
mesurée a 660 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV-visible apres refroidissement, et le

tampon a servi de blanc (Dharmadeva et al., 2018 )

L'équation suivante a été utilisée pour obtenir le pourcentage d'inhibition de la

dénaturation de l'albumine d'ceuf équation (06):

ey s A control — A sample
inhibition percentage = x 100
A control

2.3.5. Dosages de I'activité antibactérienne

La sensibilité des souches bactériennes de I'extrait aqueux brut, des nanoparticules
d'argent et des fractions de P.anisum L a d'abord été établie par la méthode de diffusion en

gélose citée par (Belhaoues et al., 2020 )

2.3.5.1. Test antibactérien utilisant la méthode de diffusion en gélose

Comme mentionné ci-dessus, le test de diffusion en gélose a été utilisé pour tester
I'activité antibactérienne des matériaux. Les souches bactériennes ont été, avant l'application,
sous-cultivées sur gélose nutritive a 37°C pendant 24 heures en phase de croissance
stationnaire. La suspension de cellules bactériennes est un autre parametre (106 unités
formant colonie/mL). ont été étalées sur des boites de Petri Mueller Hinton agar a l'aide
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d'écouvillons stériles). Des disques de 6 mm ont ensuite été immergés dans 10 microlitres de
divers extraits de plantes , d'/AgNPs et de fractions d'P.anisum L qui ont été solubilisés dans
du DMSO (5 %, v/v) a différentes concentrations. L'amoxicilline (10 pg/mL), la céphalexine
(30 pg/mL) et (DMSO 5 %, v/v) ont été utilisees comme contrble positif et négatif,
respectivement, et conservées a 24 heures d'incubation a 37 °C.

2.4. Activité in vivo de I'extrait aqueux de P.anisum L et des AgNPs
2.4.1. Activité antidépressive
2.4.1.1. Test de nage forcée

Le test de nage forcée (FST) a été utilise comme outil de laboratoire courant pour
évaluer les comportements liés a la dépression chez les animaux, en particulier les rongeurs
(Commons et al., 2017). Dans ce test, les animaux sont exposés a des facteurs de stress
inévitables a court terme en étant placés dans un récipient cylindrique rempli d’eau
(Tabassum et al., 2010). La période d'immobilité, pendant laquelle I'animal cesse d'essayer et
flotte a la surface de I'eau, est considérée comme un indicateur de désespoir comportemental

associé a la dépression (Porsolt et al., 1977)

Le récipient cylindrique utilisé pour le test mesurait 30 cm de haut et 20 cm de
diamétre, et était rempli deau a 26°C jusqu'a une profondeur de 15 cm. Pour augmenter la
sensibilite du test, une séance de pré-test de 10 minutes a éeté réalisée 24 heures avant

I’expérience principale pour induire le désespoir chez les animaux.

Le jour de I'expérience, les souris ont été traitées avec des injections intrapéritonéales de
solutions d'extrait de plante P.anisum L a des doses de 40 ou 80 mg/kg et de nanoparticules
d'argent a des doses de 0,1 et 0,2 mg/kg dissoutes dans du sérum physiologique, en plus d'une
dose de 10 mg/kg de sulpiride comme standard de comparaison positive et standard de
contrb6le. Ces substances ont été administrées 30 minutes avant que les souris ne soient
soumises a un test de nage forcée. Apres le prétraitement, chaque souris a été placée dans un
cylindre rempli d’eau et forcée a nager pendant 6 minutes. L’hypothése de base était que les
substances ayant des effets antidépresseurs réduiraient la durée d’immobilité par rapport a un

groupe témoin de souris.
2.4.1.2. Test de suspension arriere

Le test de suspension de la queue (TST) est un outil permettant d’évaluer le désespoir
comportemental chez les rongeurs. Il est base sur le principe selon lequel les rongeurs exposes

a un stress inévitable lors de la suspension de la queue présentent un état d'immobilité
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comportementale qui est utilisé comme indicateur de desespoir comportemental. On s’attend a
ce que les médicaments ayant des effets antidépresseurs (Cryan et al., 2005) réduisent la

durée d’immobilité dans ce test.

Dans cette étude, des souris ont €té traitées avec des injections de solutions d’extrait de
plante et de nanoparticules d’argent. A des doses de 40 ou 80 mg/kg et 0,1 ou 0,2 mg/kg
dissous dans du sérum physiologique par voie intrapéritonéale. De plus, le sulpiride a une
dose de 10 mg/kg a été utilisé comme standard de comparaison positive, avec un groupe

témoin. Ces substances ont été administrées 60 minutes avant le test.

Au cours du test, les souris ont été suspendues individuellement par la queue a I’aide
d’un support spécial pendant 6 minutes. La premi¢re minute était considérée comme une
période d’acclimatation, suivie de 5 minutes d’observation attentive pour enregistrer le temps
total passé par ’animal dans un état d’immobilité. Ces procédures visaient a évaluer
I’efficacité des substances testées pour réduire la durée d’immobilité, suggérant des effets

antidépresseurs (Agbaje et al., 2014).

2.4.2.Evaluation du pouvoir analgésique

2.4.2.1. Test de la plaque chauffante

Le test de la plaque chauffante est basé sur ’évaluation de la réponse a la douleur
induite en placant des souris sur une surface chauffée et est utilise pour estimer 1’effet
analgésique de différents traitements. Dans cette étude, l'extrait d'anis (P.anisum L) et I'extrait
de nanoparticules d'argent ont été utilisés pour évaluer leur activité analgésique, sur la base du

protocole rapporté dans (Zeghad et al., 2016).

Le jour de I'expérience, les animaux ont regu une injection de sérum physiologique
(groupe témoin) et un autre groupe de paracétamol a une concentration de 10 mg/kg comme
contrdle positif. Les groupes expérimentaux ont recu des échantillons d'essai (40 et 80 mg/kg)
de P.anisum L et (0,1 et 0,2 mg/kg) de nanoparticules d'argent dissoutes dans une solution

saline physiologique

Apreés 30 minutes de traitement avec les extraits ou les composés de référence, les souris
ont été placées sur une plaque chauffante réglée a 55°C. Le temps de réponse en secondes
(temps de latence) a été enregistré a partir du moment ou l'animal a été placé sur la plaque
jusqu'a l'apparition de la premiére réponse douloureuse, comme le léchage des membres
postérieurs ou le saut. Le temps de réponse maximal autorisé est fixé a 30 secondes, afin

d'éviter tout dommage thermique potentiel.( Ferreira, J ;et al.2002 ).
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2.4.2.2. Essai de torsion

Le test de sédation induite par l'acide de poids corporel. Le score de douleur a été
mesuré en comptant le nombre total de crampes observées sur une période de 30 minutes 5
minutes aprés l'injection d'acide acétique. Avant l'injection d'acide acétique, les animaux ont
recu une dose d'extrait de plante & des doses de 40 et 80 mg/kg de poids corporel, une dose de
(0,1 et 0,2 mg/kg) de nanoparticules d'argent et une solution physiologique (groupe témoin).
L'indomeéthacine a été utilisée comme substance de référence pour déterminer le seuil de
référence (groupe témoin positif), a une dose de 10 mg par kg de poids corporel (Koster,

1959).

L'étendue de l'inhibition de la torsion a été calculée a l'aide de la formule suivante |,

équation (07).(Chouikh, 2020 ) :

Meanc — Mean s
Mean c

1% = [( )] x 100

1%: de Pourcentage d'inhibition de contorsion
Meanc : Moyenne des gribouillis en l'absence d'échantillons.
Means : La moyenne des variances de I'échantillon dont les effets doivent étre connus.

Analyse statistique

Les données ont été analysées avec Microsoft Excel (v2007). Le traitement et I'analyse
des images ont été réalisés avec le logiciel ImageJ, les valeurs de I'écart-type étant calculées le
cas échéant. Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur type de la moyenne (ETM). Une
ANOVA a un facteur avec test post-hoc de Tukey a éeté utilisée pour les comparaisons entre

les groupes.
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Conclusion

La présente étude documente la synthése et la caractérisation de nanoparticules
d’argent/oxyde d’argent a partir d'un extrait de P.anisum L . L'activité biologique de I'extrait
de P.anisum L et des nanoparticules d'argent synthétisées en vert a été évaluée par des tests in
vitro et in vivo. Les résultats obtenus permettent de conclure que P.anisum L est une source
tres riche en composes bioactifs, principalement des flavonoides et des polyphénols, qui ont
joué un réle efficace dans I'amélioration de la bioactivité des nanoparticules d'argent préparées.
Ces particules ont montré des propriétés prometteuses pour le soutien des systéemes de défense
biologique, grace a leurs effets antioxydants et anti-inflammatoires, ouvrant des perspectives
pour leur utilisation dans des applications médicales et pharmaceutiques préventives et

thérapeutiques.

Les résultats d'analyses par FT-IR, UV-Vis, DRX et MEB ont démontré la synthese
réussie de nanoparticules d'argent, indiquant que les parties aériennes de P.anisum L
contiennent des composés a l'activité biologique efficace, contribuant a la réduction du nitrate

d'argent et a la stabilisation des nanoparticules obtenues.

Les nanoparticules d'argent et I'extrait de P.anisum L ont démontré une puissante activite
antioxydante et anti-inflammatoire, suggérant leur capacité a neutraliser les radicaux libres et a
protéger les cellules du stress oxydatif. Leur capacité a réduire I'inflammation ouvre également
des perspectives prometteuses quant a leur potentiel thérapeutique ou thérapeutique pour les

problémes de santé associés a ces mécanismes.

Les nanoparticules d’argent/oxyde d’argent et P.anisum L ont montré une forte activité
contre certaines bactéries, ce qui en fait des options prometteuses. Ainsi, ces deux approches
thérapeutiques, en particulier les nanoparticules d'argent, qui se sont avérées tres efficaces,
pourraient étre utilisées a l'avenir comme nano-antibiotiques pour lutter contre les bactéries

infectant I'homme.

Le test d'hémolyse a montré que I'extrait brut de P.anisum L présentait la meilleure

tolérance membranaire, soulignant ainsi son innocuité potentielle.

Il a été démontré que I'extrait de P.anisum L posséde un meilleur facteur de protection

anti solaire (Anti FPS) contre les rayons UV.

Les effets de type antidépresseur ont eté évalués par des tests de nage forcée et de

suspension caudale. L'extrait de P.anisum L et les nanoparticules d'argent ont montré une plus
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grande efficacité pour réduire le temps d'immobilité, suggérant un effet antidépresseur.

Les effets analgésiques de I'extrait de P.anisum L et des nanoparticules d’argent/oxyde
d’argent (Ag/Ag20) ont été évalués par le test de la plaque chauffante et le test de contorsion.
Les résultats ont montré une efficacité significative des deux traitements dans la réduction de
la réponse a la douleur, témoignant de leurs fortes propriétés analgésiques et de leur capacité

potentielle a soulager efficacement la douleur.

Perspectives d'avenir :

v' Développement pharmaceutique : Les extraits de plantes et les nanoparticules
d'argent peuvent étre utilisés dans le développement de nouveaux médicaments plus efficaces
et présentant moins d'effets secondaires.

v" Recherches en cours : Des études cliniques et des expériences en laboratoire
supplémentaires sont necessaires pour mieux comprendre les mécanismes d'action et
améliorer I'efficacité thérapeutique.

v Applications industrielles : L'utilisation de ces matériaux dans l'industrie
cosmétique et les formulations de crémes solaires peut étre explorée, compte tenu de leurs

propriétés antioxydantes et de leur FPS.
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