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Ephedra alata est une plante trés étudiée de nos jours dans les secteurs alimentaires,
cosmétiques et pharmaceutiques. Sa composition chimique dépend de la zone de récolte ce
qui refléte la différence de leurs propriétés pharmacologiques particuliéres. Le but de notre
travail est 'extraction des substances bioactives afin de comparer leurs activités biologique et
de proposer de nouvelles voies de synthese des NPs -ZnO efficaces et respectueuses de
lenvironnement a partir de cet extrait. Nous avons pour cela, sélectionné trois types de
Ephedra alata provenant de trois régions peédoclimatiques difféerentes d'el -oued , a savoir
guemar , tegzaout et el nekhla . Au préalable, Les résultats d’activité biologique ont révélé
que tous ces extraits ont une activité anti- radicalaire. Entre autres, ces extraits sont utilisés en
tant qu’agent réducteur des ions métalliques d’oxyde de zinc dans le milieu aqueux.

Ensuite, les nanoparticules fabriquées ont été caractérisées par la spectroscopie UV
FTIR ,RX et MEB.

La présente étude a permis de démontrer une activité antibactérienne importante est
notée pour les NPs biosynthétisées a 1’égard de Pseudomonas, Bacillus et Staphylococcus
aureus.

Mots clés:

Extraits de plantes; La synthése verte . antibactérienne. Antioxydants. Nanoparticules




sHstnact

Ephedra alata is a much studied raw material nowadays in the food, cosmetic and
pharmaceutical sectors. Its chemical composition depends on the harvest area, which reflects
the difference in their particular pharmacological properties. The goal of our work is the
extraction of bioactive substances in order to compare their antioxidant activities and to
propose new routes for the synthesis of effective NPs -ZnO and environmentally friendly
from this extract. For this, we have selected tree types of Ephedra alata from tree different
pedoclimatic regions, namely Guemar, tegzaout and el nekhla. Beforehand, the results of
biological activity revealed that all these extracts have anti-free radical activity. Among
others, these extracts are used as a reducing agent of zinc oxide metal ions in the aqueous
medium. Then, the manufactured nanoparticles were characterized by UV, FTIR ,RX , and
SEM spectroscopy. The present study has demonstrated significant antibacterial activity,
noted for biosynthesized NPs against Pseudomonas, Bacillus and Staphylococcus aureus.
Keywords:

Plant extract; Green synthesis; antibacterial; antioxydant; Nanoparticle
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Introduction

Introduction

Les régions géographiques de I'Algérie different en termes de conditions environnementales,
et cela se traduit par une différence de couverture végétale d'un milieu a lautre enraison de la
nature de la plante en s'adaptant d'un milieu a lautre, ou les plantes se propagent selon leurs
besoins. et leur capacité d'adaptation, il existe certaines régions caractérisées par des
conditions climatiques difficiles et la plupart des plantes ne le font pas. Il peut s'adapter dans
ces conditions, mais malgré cela, il existe des plantes qui existent dans ces environnements,
comme les plantes en milieu désertique. De [I'Algérie, qui se caractérisent par des
caractéristiques qui les font s'adapter a ces conditions (Amara et al. 2017).

Les plantes sont considérées comme une pharmacie compléte parce qu'elles contiennent des
centaines voire des milliers de substances actives disponibles dans des proportions variables,
et parce gu'elles interagissent de maniere complexe.On ne sait pas en détail comment la plante
produit ces substances ni comment elles agissent, mais nous connaissons son intérét médical
(Kubis and Bar-Even 2019) , Les plantes medicinales suscitent un intérét biologique et
industriel en raison du fait que les plantes contiennent des métabolites secondaires qui
peuvent étre définis comme des molécules indirectement nécessaires a la vie végétale,
contrairement aux métabolites primaires qui fournissent des voies de base pour le
métabolisme et la vie végétale.

Ainsi ces molécules interviennent trés activement dans la tolérance des plantes aux différents
stress D'un point de vue applicatif, ces molécules constituent souvent la base des principes
actifs des plantes medicinales. Ainsi, I'industrie pharmaceutique s'appuie fortement sur la
diversité et les propriétés biologiques des métabolites secondaires des plantes pour développer
de nouveaux medicaments (Hosseinifard et al. 2022).

Pour se soigner, 'homme a longtemps recouru aux remédes populaires a base de plantes
médicinales (tisanes, poudres, décoctions), par friction, inhalation, cataplasme, massage ou
voie orale. Le nombre d'espéces connues de plantes a fleurs est estimé a environ 500 000,
dont environ 34 000 sont encore inconnues et 80 000 ont des propriétés médicinales (Seca and
Pinto 2019)

L'Organisation mondiale de la santé a déclaré qu'une grande partie de la population mondiale
utilise des herbes comme médicaments et que le pourcentage de medicaments fabriqués a
partir de plantes a augmenté, en raison des composés chimiques efficaces contenus dans les
plantes, qui sont considérées comme des matieres premieres dans la production de

meédicaments(Salmeron-Manzano et al. 2020), Ou Simon, Middle East West.
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Puisque les fonctions de l'organisme sont liées a l'oxydation et aux réactions qui conduisent a
la production d'espéces actives de loxygéne et d'antioxydants naturels, I'équilibre entre la
production et I'élimination de ces molécules assure le maintien d'une physiologie corporelle
normale (Lobo et al. 2010).

Tout cela nous a poussé a étudier I'une des plantes médicinales d'Algérie, qui pousse en milieu
désertique, exactement dans la region d'EIl-Oued, qui est une région désertique située au sud-
est de I'Algérie avec la frontiere tunisienne, qui est connue sous le nom de Ephédra alata

appartenant a la famille des éphédraceae .

Elle est connue depuis I'Antiquité, mais sa popularité a décliné avec le temps et l'apparition de
plantes médicinales. Cette plante est redevenue célebre car elle est connue depuis I'Antiquité
pour traiter la grippe et renforcer immunité, et les gens utilisent généralement cette plante
pour renforcer leur immunité contre le cancer, en particulier a ses débuts.

Sur la base de ces propriétés curatives, de nombreuses questions viennent a l'esprit, telles que
quels sont les composés chimiques actifs de cette plante ? La plante est-elle affectée par
lévolution des conditions environnementales, ces composés ont-ils un effet inhibiteur sur les
radicaux libres ? Est-il biologiquement actif ? Quel est I'intérét industriel de ce plant ?

Pour répondre a toutes ces questions, nous avons mené une étude pilote sur F.Ephedra alata
DC. Ou nous avons calculé la quantité de substances actives présentes dans la plante et testé
leur efficacité antioxydante. Notre étude se compose de trois parties, chaque partie se
compose de deux parties : la partie théorique, et partie pratique , en plus des résultats et de
leur discussion.

Le mémoire comprenait quatre chapitres :

- le premier chapitre container : L'étude phytochimique de la plante« F.Ephedra alata DC. »
dans différentes zones d'échantillonnage

- Chapitre 11: Généralité sur nanoparticules d'oxydes métalliques “cas d’oxyde de zinc"

- Chapitre 11l : méthodes et matériel

-la dernier chapitre basée sur les résultats et discussion et &pres sa Résultats et discussion

conclusion et des recommandations pour I'étude.
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Généralité sur le plant Ephedra alata (Ephedra alata D.C.)

I.1. Généralité sur le plants Ephedra alata:

1.1.1. Le genre Ephedra:

La famille des éphédracées comprend la plante médicinale connue sous le nom d'éphédra. 11
existe plusieurs types d'éphédra, notamment Ephedra alata, Ephedra Sarcocarpa, Ephedra
Lristanica, Ephedra pachyclada, Ephedra procera et Ephedra strobiliacea (Rustaiyan et al.
2011). Le genre d'Ephedra est caractéristique des gymnospermes, et on pense parfois que le
pollen est apparu il y a plus de 200 millions d'années sous forme d'un fossile appelé
"éphédroide"” (Huang and Price 2003). Cette espéce est connue pour sa grande tolérance a la

rareté de l'eau dans les régions désertiques (Derbel et al. 2010).

L'épheédra est une plante tres odorante avec une saveur amere. La partie de larbuste utilisée
est la tige séchée. Il s'agit d'un ensemble d'arbustes primitifs avancés qui poussent sur des
terrains secs, rocailleux ou sablonneux dans les déserts ou les régions arides (Hegazi and El-
Lamey 2011). Plusieurs especes de la famille ont été utilisées a des fins médicales. Elles ont
une longue histoire en tant que toniques et pour le traitement des affections respiratoires. En
Chine, ces herbes sont utilisées depuis des millénaires pour traiter l'asthme (Abdel-Kader et
al. 2003).

1.1.2. Description botanique de I’espéce :

Cette variété, connue pour sa capacité éelevée a résister a la sécheresse dans les zones
désertiques, est un arbuste mesurant entre 1 et 3 métres de hauteur. Ses branches sont
articulées et fortement ramifiées, de couleur vert-jaunatre, et elles portent de petites feuilles
opposées qui alternent d'un nceud a lautre. Les fruits sont entourés d'épaisses bractées
membraneuses, et les fleurs blanches sont disposées en petites grappes cylindriques avec des
fleurs méles et femelles séparées sur des pieds différents. Elle posséde un systeme de rails

latéraux exceptionnellement fort, comme on peut le voir sur la Figure (1.1).

1.1.3. Place dans la systématique :

Le site systéematique d'Ephedra Alata dans le Tableau (1.1):




Généralité sur le plant Ephedra alata (Ephedra alata D.C.)

Tableau (1. 1) : Taxinomie d’Ephedra alata alenda.

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement | Gymnospermes

Classe Gnetopsida
Ordre Ephedrales
_ Figure (1.1): I'Ephedra alata alenda.
Famille Ephedraceae
Genre Ephedra
Espéc Ephedra alata
Sous espece Ephedra alata alenda

I.1.4. Répartition géographique

L'espéce E. alata est une plante médicinale appartenant a la catégorie Ephedra, originaire
d'Asie, notamment d'Arabie Saoudite. Elle est répandue dans le Sahara, du Maroc a la Libye,
en passant par IEgypte et I'Arabie. En Algérie, on peut trouver E. alata dans le nord et louest
du Sahara, sur des terrains sableux, des regs et des lits sablonneux d'oueds. Elle est également
présente dans le sable de la zone tropicale et dans la Hamada de Tinghert (Soumaya et al.
2020)..

I.1.5. Traitement apres récolte :

Pour effectuer la récolte, il est conseillé d'utiliser un sécateur ou un couteau. Cela doit étre
fait lorsque les différentes variétés sont a pleine maturite. Le rendement varie
considérablement en fonction de la variété, de la région de production, du type de culture et
de l'entretien de cette culture (Al-Qarawiand Abd_Allah 2010).

Principes actifs et propriétés :

De nombreuses études prospectives et épidémiologiques ont montré que la consommation
d'extraits de plantes, notamment sous forme de jus, réduit le risque de maladies
cardiovasculaires, de certaines tumeurs malignes et d'autres maladies chroniques. Certains
mécanismes d'action ont été mis en évidence pour expliquer cet effet protecteur ; la teneur en

antioxydants des fruits et Iégumes peut jouer un réle dans cela (Hegazi et al. 2020).
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1.1.6. Utilisation en médecine traditionnelle

L'éphédra a été utilisée dans la médecine traditionnelle chinoise pour traiter les réactions
allergiques, l'asthme, les frissons, le coryza, la rhinite allergique, la toux, la rétention d'eau, la
fievre, la grippe, les céphalées et la congestion des voies nasales (Al-Rimawi et al. 2017). Au
Japon, Ephedra est utilisee comme antitussif, expectorant, analgésique, antipyrétique et
bronchodilatateur (Amakura 2017).Pendant de nombreux siécles, la plante a également été
traditionnellement utilisée en Russie pour traiter les problémes respiratoires et les douleurs
rhumatismales. Plusieurs espéces d'Ephedra eurasiennes contenant de I'éphédrine et de la
pseudoéphédrine sont utilisées pour traiter la toux, l'asthme et la bronchite (Caveney et al.
2001). Les autochtones et les colons espagnols du sud-ouest américain ont utilisé I'Ephedra a
différentes fins thérapeutiques, notamment pour traiter les infections sexuellement
transmissibles (Al-Snafi 2017). L'Ephedra alata est largement cultivée en Palestine. Elle est
utilisée dans la médecine traditionnelle locale pour les mémes objectifs que dans la médecine
traditionnelle chinoise. Cette plante possede également des propriétés antimicrobiennes et
anticancéreuses (Al-Rimawi et al. 2017). En Arabie Saoudite, I'¢manation de I'Ephedra alata est
agreable et elle est utilisée comme fourrage pendant le pacage des bétes. En Algérie, I'infusion
ou la respiration des feuilles ou des branches d'Ephedra alata est utilisée pour apaiser ou

traiter le rhume, la grippe et les problemes respiratoires (Ould El Hadj et al. 2003).

1.2. Activité antioxydant :
1.2.1. Introduction :

Chaque cellule du corps humain, composée d'environ un billion (10712) de cellules, est
exposée a environ 10 000 radicaux libres par jour. Ces radicaux libres attaquent
principalement le matériel génétique, ce qui entraine une augmentation du taux de mutation.
Le taux de mutation cellulaire chez les personnes agées est environ 9 fois plus élevé que chez
les enfants, et ces mutations augmentent le risque de cancer. De plus, les membranes
cellulaires, les protéines et les graisses sont également attaquées par les radicaux libres. Au
cours d'une vie humaine moyenne de plus de soixante-dix ans, le corps produit I'équivalent
d'environ dix-sept tonnes (17 000 kg) de radicaux libres. Par conséquent, le corps humain a

besoin de mécanismes de défense antioxydants efficaces en permanence.

L'élimination des radicaux libres par les antioxydants semblent étre importants pour la
santé et la vie humaine, cependant, nous ne pouvons pas vivre sans les radicaux libres. Le

corps utilise les radicaux libres pour détruire les bactéries, en plus d'étre utilisé pour produire
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de I'énergie, de sorte que les antioxydants alimentaires aidant a rétablir I'équilibre (Lobo et al.
2010).

1.2.2. Origine des radicaux libres :

1.2.3. Les radicaux libres :

Les radicaux libres sont produits lors de réactions chimiques dans le corps et peuvent
également étre générés par des facteurs environnementaux tels que la pollution, le tabagisme,
lexposition aux rayonnements et le stress. Certains processus metaboliques normaux du
corps, tels que la respiration et la production d'énergie, produisent également des radicaux
libres(Boveris 1998).

Les types de radicaux libres, y compris ceux qui contiennent une charge d'un électron et
d'atomes neutralisés tels que I'hydrogene, I'azote, le fluor, le chlore, le brome et l'iode, et les
radicaux des (CHz) ® Et éthyle (C,Hs) ® phényle (CeHs) ® et les radicaux hydroxyles (OH) *® et
peroxydes(COOH) * comme contenant deux électrons solidairement ou plus (pas de double)
et I'expédition neutralisé tel qu'un atome d'oxygene (:O:) racines (NH) ° et les racines de
méthyléne(CH,) *ou ont appelé ces racines (di radicaux) et étre ancrés plus efficace et moins
des racines de premier type, les radicaux libres positifs et la charge négative sont les racines

de tres efficace et tres courte age(Phaniendra et al. 2015).
1.2.4. Espéeces des radicaux libres :
1.2.4.1. Les radicaux libres oxygénés :

La source de vie des organismes aérobies est l'oxygene. Pourtant, loxygéne peut
également servir de source d'agression pour ces organismes. Les especes productrices
d'oxygene actives lors du métabolisme de I'oxygéne sont des messagers secondaires impliqués
dans lactivation de plusieurs voies de signalisation intracellulaires. Ces especes, produites en
trop grande quantité, vont attaquer les constituants de la cellule et menacer son intégrité
(\Vatansever et al. 2013).

Le tableau (1.2) énumere les nombreux types d'oxygene actifs, les petites molécules non

carbonatées.
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Tableau (1.2): présenté Les différentes formes actives de I"'oxygeéne.

Espaces Réaction Ref

Anion super-oxyde 0, 20, + 2H* - 0, + H,0, (Lubec 1996)

radical hydroxyle HO® H,0,+ 0, - HO" + 0,+HO" (Gardeés-Albert
and Jore 2005)

radical peroxyle ROO° R"+0, - ROzO (Kruidenier
and Verspaget
2002)

Oxyde nitrique NO’ H,0,+ 0, - HO" + 0,+HO" (Turrens et al.
1985)

Peroxynitrite ONOO° NO"+ 0,” - ONOO™ (Turrens et al.
1985)

radical nitrosyle ONOOH’ (Turrens et al.
1985)

Oxygéne singlet 10, 0°—0° - 10, (Tang et al
2021)

Peroxyde d’hydrogéne H,0, H,0, + Fe?* - HO + Fe3*+HO~ | (Papazian and
Roch 2008)

1.2.4.2. Les radicaux libres non oxygénés :

Les espéeces libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines molécules

avec les especes réactives déviées de 'oxygene (ERO).

Les produits de certaines molécules réagissant avec des especes réactives dérivées de

loxygéne (ERO) sont les espéces exemptes d'oxygene.

Ils peuvent, a un moment donné, réagir avec d'autres molécules et étre a l'origine de la

multiplication des réactions d'oxydation et des dommages oxydatifs.

Nous utiliserons a titre d'illustration les acides gras peroxydés, qui résultent de I'action

d'espéces oxygéenées sur les membranes biologiques.

De plus, les protéines, les amines et les acides nucléiques peuvent interagir avec 'ERO

généralement observe dans les molécules réactives(Sifer et al. 2011; Lesgards 2000).
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1.2.5. Les stress oxydatifs :

La définition du stress oxydatif est un déséquilibre entre les substances qui produisent des
radicaux libres (pro-oxydants) et les substances qui se défendent contre les radicaux libres
(antioxydants). Les cibles privilégiées de ces oxydations sont FADN, les lipides

membranaires ou encore les protéines.

Ce désequilibre est causé soit par une surproduction d'especes radicalaires, soit par un

affaiblissement des défenses anti-radicalisation de lorganisme (Rehman et al. 1999).
a) Oxydation des protéines :

Toute altération de la constitution structurale complexe d'une protéine, en particulier
loxydation, a un impact significatif sur son activité et sa fonction. Les protéines qui ont été

oxydées sont souvent inactives.

Dans ces circonstances, laccumulation de protéines entraine des dommages cellulaires

observés dans diverses maladies.
b) Oxydation de ’ADN :

L'ADN est sensible aux dommages oxydatifs, tout comme les protéines, mais il existe des
mécanismes enzymatiques sophistiqués pour réparer les dommages de I'ADN (Boiteux and

Jinks-Robertson 2013).. Sans de tels mécanismes, la stabilité monétaire serait trés mauvaise.

La majorité des dommages oxydatifs a ' ADN sont donc réparés sans entrainer de maladie,
mais les dommages a ADN peuvent étre utilisés comme marqueur du stress oxydatif. Les
dommages a I'ADN peuvent prendre la forme d'altérations de base, d'enchaihements

protéigues croises et de cassures de taches brunes.

Chacune de ces réactions a le potentiel d'étre mutagéne et a la capacité d'empécher la
réplication de ' ADN. Ces facteurs peuvent aider a expliquer en partie le risque accru observé

chez les patients diabétiques et cancéreux.
Oxydation lipidique :

Le processus de peroxydation des lipides (lipoperoxydation) provoqué par la dégradation

oxydative des AGPI est un phénoméne de radicaux libres agissant comme agents
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thérapeutiques. Ce phénomene est causé par un mécanisme de réaction en chaine qui se
traduit par la libération d'aldéhydes et de lipoperoxydes instables a l'intérieur de la membrane.
Ils sont capables de poursuivre une agression sévere dans le temps et a distance. Ces produits
d'oxydation peuvent étre cytotoxiques, chimiquement réactifs et avoir dautres effets
nocifs(CHELGHOUM 2015).

I1est crucial de rappeler que la peroxydation des lipides est un processus biochimigque qui

se produit normalement dans les cellules saines dans des conditions physiologiques.

Elle fonctionnerait comme un régulateur de la division cellulaire. Cependant, ses effets
parfois destructeurs et déstabilisants sur les phospholipides membranaires cellulaires

entrainent de nombreuses altérations aux effets parfois irréversibles.

Les modifications apportées par la lipoperoxydation comprennent :

*

% Altération de la bicouche phospholipidique.

% Altération des membranes cellulaires et des organes.

*

% Altération du métabolisme et du comportement.

Le processus de lipoperoxydation consiste en la radicalisation d'une molécule d'acide gras par
sa déshydrogénation (via la capture d'atomes d'hydrogene, d'électron et de proton), suivie de

la fixation d'une molécule d'oxygéne entretenue par la présence d'oxygene(Catala 2010).
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La formation des nombreux radicaux oxygénés libres et des especes réactives de loxygene

impliquées dans la biologie est illustree a la Figure (1.2).

Lumiére UV oxydases

Oxygéne singulet Oygéne Peroxyde d'hydrogénes

Cycles redox — -
NADPH ox Superoxyde Myéloperoxidase
Cl-

mitochondrie dismutases
HOCI

Arginine

NoO° o,

Monoxyde d'azote Anion superoxyde

Peroxynitrite Radical hydroxyie

SN

Figure (1.2) : Les nombreux radicaux libres de I'oxygene et les espéces réactives de loxygéne

impliqués dans la biologie(Favier 2001).

Un groupe de composés directement dérivés de la molécule de dioxygene, qui jouent un role
spécifique dans la physiologie et que nous appellerons ERO primaire, peut étre distingué des
différents dérivés de loxygene susceptibles de se former dans les cellules. Les autres sont
appelés produits secondaires ERO et résultent de [l'interaction des produits primaires ERO
avec des entités biochimiques cellulaires (lipides, protéines, sucres...) (Baldacchino et al.
1998; Favier 2001).

1.2.6. Les activités antioxydants :

La formation de radicaux libres est contrebalancée par des systemes antioxydants qui
assurent le maintien de [Iétat biologique.Cependant, plusieurs circonstances peuvent
déclencher l'apparition de ces espéces de chimpanzés en exces. Les agents anti-radicalaires
sont des capteurs de radicaux qui agissent sur eux plus rapidement qu'ils ne protégeraient la

cible ou ne briseraient les réactions radicalaires en chaine(Hatwalne 2012).
1.2.6.1. Les antioxydants :

Le mot « antioxydant » fait référence a un composé qui peut inhiber laction de l'oxygéne
lorsqu'il est ajouté en petites quantités a des matériaux qui se dissolvent naturellement dans

lair. Elle interfere avec le processus d'oxydation naturel en allongeant la période de temps

12



Généralité sur le plant Ephedra alata (Ephedra alata D.C.)

avant que des odeurs indésirables et un processus de détérioration lent ne se

produisent(Lourengo et al. 2019).

Cependant, pour que les antioxydants soient efficaces, ils doivent étre inclus le plus tot
possible dans le processus de fabrication. Ils ne peuvent pas réellement inverser la réaction

d'oxydation ; ils ne peuvent que le ralentir ou l'arréter(Lobo et al. 2010).
1.2.6.2. Classification des antioxydants :
a) Les antioxydants synthétiques :

Parce qu'ils sont efficaces et plus abordables que les antioxydants naturels, les
antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene
(BHT), le gallate propylée (PG) et la tétrabutylhydroguinone (TBHQ) sont largement utilisés
dans l'industrie alimentaire. Cependant, en raison de la nécessité de rechercher des matériaux
de remplacement a base de sources naturelles, tels que les antioxydants alimentaires, leur
sécurité est vivement contestée(Wang et al. 2003).Cependant, il a été démontré que ces
antioxydants synthétiques peuvent étre toxiques(Yu et al. 2000).En effet, en augmentant la
séquestration des enzymes hépatiques et extra-hépatiques, le BHA transformerait certains
composés ingérés en molécules cancérigénes ou toxiques.Le rat ressentirait les effets
cancérigénes du BHT (Ito et al. 1985).

% Le Butylhydroxyanisole (BHA) :

C'est un produit qui ne se trouve pas dans la nature mais qui est produit par la butylation

du produit paraméthoxyphénol.

Le BHA a deux formes (Figure 1.3), et chaque forme émet une odeur phénolique et se
dépose dans les lipides. L'une des principales caractéristiques de ces produits est leur capacité
a agir comme agent antioxydant méme lorsqu'ils sont chauffées a haute température. En
conséguence, certains pays autorisent l'ajout de BHA a des concentrations allant jusqu'a 200
ppm(Abeyrathne et al. 2021).

% Le Butylhydroxytoluene (BHT) :
C'est un produit qui n'existe pas dans la nature et qui est fabriqué pour étre utilisé dans les
produits pétroliers, les produits alimentaires et d'autres produits avant d'étre vendu sur le

marché.
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Le BHT est un sous-produit de couleur blanche que lon pense étre une substance
cristallisée sans odeur. 1l ne se dissout pas dans I'eau mais le fait dans d'autres solvants

organiques et liquides a la place.

OH

OH OH
(H3C)sC C(CHs)3
C(CHa)3

C(CHa)3

OCH,4
OCH,4 OCH,3

Tertiobutyl hydroxyanisole (BHA) tertiobutyl hydrox toluene (BHT)

OH COOR

C(CHa)s

HO OH

OH
OH

Tertiobutyl hydroquinone (TBHQ) Esters de Pacide gallique

R=CsH; galate de propyle

R=CgHi7 gallate d’octyle

R=Ci,Hys gallate de dodécyle
Figure (1.3): Quelques antioxydants de synthese.

b) Les antioxydants aux sources naturels :

L'utilisation empirique d'antioxydants naturels est une pratique trés ancienne pour la
préservation du vivant. Depuis quelgues années, on assiste a un regain d'intérét pour la
recherche de nouveaux antioxydants naturels depuis la génération actuelle d'antioxydants

synthétiques, tels que le BHT et le BHA, ne serait pas a l'abri de la toxicité.

Les nombreux bienfaits des fruits et Iégumes pour la santé sont lies a leur faible teneur en
calories et a leur richesse en fibres, minéraux, vitamines et autres micronutriments. Certains
de ces micronutriments commencent a se démarquer comme étant plus cruciaux pour la santé
de notre corps car ils aident a le protéger contre les maladies dégénératives comme le cancer,
les maladies cardiovasculaires et autres. C'est le cas des antioxydants, dont les fruits et
légumes sont l'une des principales sources alimentaires. Environ un gramme de polyphynols

est consommé quotidiennement par I'homme via lalimentation, soit dix fois plus que la
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vitamine C ou D, et on estime que les fruits et légumes représentent la moitié de ces
apports(Cuendet 1999).

*

¢ La vitamine C ou’acide ascorbique :

C'est une espece chimique hydrosoluble, ou soluble dans l'eau. Elle fonctionne comme un
antioxydant particulierement efficace contre les dommages causés a lorganisme par les
radicaux libres. Méme si la majorit¢ des mammiféres sont capables de synthétiser cette
vitamine, le corps humain a perdu cette capacité avec le temps. Il est donc nécessaire de
l'incorporer quotidiennement dans des aliments comme les fruits et Iégumes. Certains fruits et
Iégumes, en particulier ceux qui sont sous leur forme brute, sont tres riches en vitamine C. Les
exemples incluent le pavot rouge, lorange, le cédrat, le pamplemousse, la framboise, le
brocoli frais, la tomate, etc. En plus de ses propriétés anti-oxydantes, la vitamine C est un

micronutriment essentiel (Carr and Maggini 2017).
Les tocophérols :

Les quatre molécules qui composent le tocophérol - l'alpha-tocophérol (le plus actif), le
béta-tocophérol, le gamma-tocophérol et le delta-tocophérol - sont considérées comme des
composés de vitamine E liposolubles (solubles dans un corps gras). La vitamine E
antioxydante aide a neutraliser les radicaux libres qui peuvent s'accumuler dans les tissus
adipeux et les membranes lipidiques de I'organisme, et elle joue également un réle crucial
dans la protection de la membrane cellulaire. D'une maniere générale, les bonnes sources de
vitamine E comprennent les huiles végétales, les noix, céréales et legumes a feuilles
vertes(Lakhan et al. 2021).

Les éléments minéraux :

Il existe un certain nombre d'éléments minéraux présents dans les grains et les baies
d'argousier, dont au moins 24 dans le jus, notamment lazote, le phosphore, laluminium, le

calcium, le fer et le manganese....
Le Fer:

Est unantioxydant puissant qui a un role protecteur pour le systéme cardiovasculaire et est
essentiel pour le fonctionnement du cerveau. De plus, cela affecte les muscles, le foie et
méme la production de sperme. Cet oligo-élément est votre allié dans la lutte contre le stress,

le cancer, les maladies cardiovasculaires et autres maladies. 1l renforce également I'immunité
15
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et protege contre les cataractes dans les yeux. Il prévient le vieillissement général de
lorganisme et neutralise les radicaux libres et les toxines, y compris celles produites par la

consommation d'alcool et de tabac.
LE Zinc:

Ce minéral a un réle crucial dans notre systéme immunitaire, notre systeme nerveux, notre
sexualite, notre santé genérale et notre fertilité. Les aliments riches en zinc comprennent : le
beeuf] le soja, les crustacés, les fruits de mer, les viandes, le pain complet, les ceufs jaunes, les

amandes, les noix et les noisettes.

R/

% Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques sont un groupe de molécules largement distribuées dans le regne

végétal. Ils peuvent étre trouvés dans toutes les plantes, des racines aux fruits.

L'expression "composés phénoliques” fait référence a une variété de produits chimiques
regroupés en une famille. Différents composés appartenanta une méme famille se distinguent
les uns des autres par la nature et 'emplacement des substituts qui se fixent sur un squelette
aromatique commun. Les deux principales catégories sont des composes qui ne sont pas des
flavonoides et des flavonoides. Tableau (1.3) résume les principale Activités biologiques des

composeés phénoliques et 1a plus connu a partir la médecine traditionnel et médecine moderne.

Tableau (I. 3) : Activités des composés phénoliques en biologie.

POLYPHENOLS ACTIVITES

Acides Phénoliques Antibactériennes, Antifongiques et Antioxydantes
Coumarines Protectrices vasculaires et antioedemateuses
Flavonoides Antitumorales, Anticarcinogénes, Anti-

inflammatoires ,obnseurs et diurétiques

Antioxydantes

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagene, Antioxydantes,
Antitumorales, Antifongiques et Anti-

inflammatoires

Tannins galliques et catéchiques Antioxydantes
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% Les composés non flavonoides :

Les acides phénoliques et stilbénes sont inclus dans la catégorie des composés qui ne sont pas
des flavonodes. Ils n'ont pas de squelettes de flavones.

Les acides phénoliques :
Les premiers dérivés du benzoque, qui est constitué d'un squelette de sept atomes de carbone,

sont distingués (Figure 1.4).

CO_H
R
Ry R4
R;
Ri=R;=Rs=H,R3 =0H acide p-hydroxybenzoigue
Ri=R;=H,R;=R3=0H acide protocatéchique
Ri =Rs=H, R, = 0OCHs, R3 = OH acide vanillique
Ri=H, R, =R3=R4=0OH acide gallique
Ri=0OH,R;=R3=R4=H acide salicylique

Figure (1.4): Les dérivés de I’acide p-hydroxybenzoique.
D'autres composés phénoliques sont egalement présents, comme les derivés d'acides
hydroxycinnamiques structurés en C6-C3 (Figure (1.5)), largement distribués dans les

végétaux supérieurs, l'acide p-coumarigue étant le plus important.

CO_H
—
Ry

Ry
Ri=R;=H acide cinnamique (non phénolique)
R; =H, R, =0OH acide p-coumarique
R; =R, = OH acide caféique
R; = OCHjs, R, = OH acide férulique

Figure (1.5): Les acides hydroxycinnamiques.
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L'ester quinique de lacide caféine, dit acide chlorogénique, fait partie des
hydroxycinnamiques qui ont été estérifiés et sont largement distribués dans les fruits. Cette
substance a un r6le dans les mécanismes de brunissement enzymatique. La sa quinone est trés

réactive et capable de répondre par une voie d'oxydation fermée (Geng et al. 2023).

Les acides hydroxybenzoiques (squelette (C6-C1) (Figure.ll.3)) se trouvent rarement
dans les fruits mais peuvent étre detectés aprés dégradation des flavonoides, et notamment
aprés déglycosylation. Ces substances sont fréquemment présentes sous forme liée et peuvent
contribuer a la formation de structures complexes, telles que des tanins hydrolysables. Les
esters de l'acide gallique se retrouvent dans certains fruits notamment la galatte d'épicatéchine

qui entra dans la composition des tanins condensés du raisin(Ow and Stupans 2003).
% Les composés flavonoides :

Un squelette de base composé de dix atomes de carbone (C6-C3-C6) avec deux cycles
benzéniques A et B reliés par une chaine de trois atomes de carbone (correspondant a la
phényl-2 benzopyrone) caractérise les flavonoides; la numérotation notée sera utilisée pour les
différentes sous-classes de flavonoides. Ces derniers se distinguent par le degré d'oxydation
du cycle pyrane; ils comprennent les anthocyanes, les flavonols, les flavanols et d'autres

classes comprenant les flavones, les flavanones et les dihydrochalcones.

Figure (1.6): Structure de base des flavonoides : la phényl-2 benzopyrone.

Le nom de « flavonode », d'abord utilisé par Geissman et Hinreiner (Lisco et al. 2023),
désigne tout composé dont les structures sont basées sur celles de la flavone, la phényl-2
benzopyrone (Figure 1.6). Leur précurseur commun, la 4, 2, 4', 6'-tétrahydroxychalcone, sert
de base a leur biosynthése (Figure 1.6).Cette chalcone subit une conversion enzymatique en
plusieurs classes de flavonodes ; la structure varie en fonction du degré d'oxydation du

squelette de base et du placement des substituts sur le noyau central(De Gubernatis 2011).
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Les plus importants sont

les flavones et

les flavonols, les pigments jaunes,

les

anthocyanidines, les pigments bleus et rouges des fruits et des fleurs, les catéchines, les

flavanones, les flavanols, les chalcones, les isoflavones, etc. Figure (1.7).
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Figure (1.7): Structures des différentes classes des flavonoides.
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«+ Les tanins :

Le mot tanin vient de la capacité d'un ingrédient a tanner la peau animale, la transformant
en cuir. Les tanins sont une classe de polyphénols de haut poids moléculaire. Associés aux
glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, les tanins, molécules fortement
hydroxylées, peuvent créer des complexes insolubles qui diminuent la digestibilité des
aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose et a une variété de composants minéraux(Ref at et
al. 2008).

La distinction se fait entre tanins hydrolysables et condensés.

Les tanins hydrolysables :

Ces tanins sont des dérives de l'acide gallique qui ont été condensés sur un dérivée
glycosylé. lls contiennent & la fois de l'acide gallique et les produits de condensation de son
dimere, lacide hexahydroxydiphénylacétique (1,2). Comme leur nom l'indique, ces tanins
subissent facilement une hydrolyse acide et basique ; ils le font en étant hydrolysés par des

enzymes et de l'eau chaude(Conrad et al. 1998).

HO

HO
HO

HO

HO OH  HO OH @)

1)

Figure (1.8): Exemple de structure hydrolysable de tanin.
Les tanins condensés :

Les proanthocyanidols, souvent appelés tanins concentrés, sont une sorte de polymére

flavonoide. Ils sont constitués d'unités de flavan-3-ols reliées entre elles par des liaisons
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carbone-carbone le plus souvent 4— 8 ou 4— 6, qui se forment lorsqu'un flavanyle dérivé
d'un flavan-4-ol ou d'un flavan-3,4 -diol se couple a une position nucléophile (C-8, plus

rarement C-6) d'une autre unité, généralement un flavan-3-ol(Conrad et al. 1998).

OH
OH
HO O . OH
. OH
S ‘OH
Hg | o O '
e
OH
OH
Figure (1.9): Exemple de structure de tanin condensé.

1.2.7.Mécanisme d’action des antioxydants :

*

% Antioxydants de rupture de chaines :

La categorie des antioxydants a lorigine des ruptures de chaine est celle qui est la plus
fréquemment évoquée dans les mécanismes d'oxydation. Ce sont des produits (BH) capables
d'arréter la réaction d'antioxydation en agissant comme donneurs d'hydrogéne sur un radical
formé lors de la phase de propagation du procédé (ROO ouallyle R’), conduisant a un radical
stable (B).

R+BH— RH+B Q)
ROO +BH — ROOH + B 2)

Il est crucial de garder a lesprit que l'apport d'oxygene a un radical Re lors de la réaction
d'antioxydation se fait extrémement rapidement, favorisant la réaction (2). Les antioxydants
les plus importants, ceux de type phénolique, réagissent selon ce mécanisme. L'antioxydant
phénolique décompose un atome d'hydrogene pour créer unradical intermédiaire stable qui se
réorganise ensuite pour créer une structure quinonique (Madhavi et al. 1995).
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OH o} o) (o)
(5 — J - [ J~—
LOO + LOOH
X ¢ '
Figure (1.10): Mécanisme de I'activité d'un antioxydant vis-a-vis d’un radical d'acide gras.

« Synergisme (du mot grec synergos, qui signifie «travailler ensemble »): est le
phénoméne dans lequel une combinaison de deux ou plusieurs composés produit plus
d'activité physiologique que ce qui serait prédit sur la base de l'efficacité des composants
individuels. Bien que le r6le précis de la synergie des antioxydants soit inconnu, nombre de
ces effets seraient causés par des agents tels que les désactivateurs de métaux ou les agents
chélatants qui éliminent ou reduisent les effets des métaux qui catalysent l'antioxydation des
lipides.

¢+ Action pro oxydante :

Les produits chimiques pro-oxydants augmentent la probabilité d'initiation de la chaine, ce
qui favorise la génération de radicaux. La majorité d'entre eux sont des traces métalliques
sous forme de sels. Ces métaux vont orienter Iévolution de I'hydroperoxyde vers la réaction
de scission O-0O-, conduisant a la génération de radicaux qui joueront le r6le de catalyseurs de

la réaction d'autooxydation.

% llexiste plusieurs fagons pour un métal de revenir a son état initial, et chacune d'elles

produit des radicaux libres qui déclenchent la réaction d'oxydation(Phaniendra et al. 2015).

ROOH + M* — RO +OH + M**
M**+ROOH — ROO +M*" + H*
M3++RH N R-+M2++H+
Figure (1.11) :Action pro-oxydante des métaux.

Cependant, gardez a l'esprit que la nature du métal, ainsi que le type de composant organique

auquel il est relié par une liaison ionique, influent sur I'activité prooxydante.
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1.2.8. Les principales méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant :

Numerous methods exist for assessing the antioxidative properties of substances, which
can either be qualitative or quantitative. The relatively few qualitative methods for
determining the antioxidative activity of compositions often include the coloring or
desaturating of a particular reaction in the presence of antioxidizing substances.
Chromatography on thin-layer (CCM) and high-performance liquid chromatography (HPLC),
which produce colored reactions in the presence of such substances, are two of the most used

methods for detecting antioxydants(Benayoun et al. 2019).

The majority of methods rely on the use of systems that produce a wide range of radicaux.
It mostly involves "d'inhibition™ techniques that include a chemical species that can produce
free radicals and a material that can recognize those chemical species. The instrument used to
measure the antioxidative power of the substance can prevent the production of radicals. A
unique method that might reflect the antioxydant profile of an échantillon does not exist due
to the complexity of oxydation processes. This is why many tests to measure antioxidative

power are conducted  (Belkheiri 2010).

Recently, electrochemical methods have been described for testing antioxidative properties
due to the ability to provide quantitative and qualitative information on electrochemical
processes in order to comprehend their behavior. It is a good method for studying reactions
involving electron transfers because it makes it possible to obtain oxidized or reduced species

without adding oxidizing or reducing agents.

Cependant, les méthodes électrochimiques seules (voltampérométrie cyclique, onde carrée,

chronoampérométrie...cetc.) (BELALEM etal.).

Une mesure efficace de l'activité antioxydante peut étre effectuée a l'aide de la voltamétrie
cyclique. Elle ne demande pas de proces. La méthode offre un voltammogamme reproductible
qui peut étre obtenu en quelques minutes. Il est possible de calculer I'activité antioxydante a
l'aide d'une formule simple(Midoun 2011).
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I1.1. Généralité sur nanoparticules d'oxydes métalliques “cas d’oxyde de zinc"

Les nanotechnologies ont recemment gagné en importance en tant que branche
essentielle de la science moderne, marquant une nouvelle ére dans le domaine de la recherche
sur les matériaux. En raison de leur large éventail d'applications, elles suscitent l'intérét de
nombreux scientifiques a travers le monde. Les bionanomatériaux sont préparés en utilisant
diverses techniques et méthodes physiques, chimiques et biologiques. De nombreuses
nanoparticules de différents métaux et oxydes métalliques sont produites par des systémes
biologiques tels que les champignons, les bactéries, les actinomycetes, les levures, les virus et
les plantes. armi tous ces matériaux, les nanoparticules d'oxyde de zinc biocompatibles (ZnO
NPs), obtenues par biosynthése a laide de matériaux, semblent étre une plateforme de
production et d'application trés efficace pour créer des produits rapides, propres, non toxiques
et respectueux de l'environnement.

Notre étude se concentre sur I'exploration des propriétés des ZnONPs, approfondissant
ainsi notre compréhension de cette substance.

11.1.1. Les nanomatériaux

Les nanomatériaux ont émergé comme une classe fascinante de matériaux, comprenant une
vaste gamme d'exemples dont au moins une dimension se situe dans la plage de 1 & 100 nm.
Grace a la conception rationnelle des nanomatériaux, il est possible d'obtenir des surfaces
exceptionnellement élevées. Ces nanomatériaux peuvent présenter des propriétés
magnétiques, électriques, optiques, mécaniques et catalytiques remarquables, qui different
considérablement de celles de leurs homologues en vrac. Les propriétés des nanomatériaux
peuvent étre ajustées selon les besoins en contrdlant précisément leur taille, leur forme, les
conditions de synthese et leur fonctionnalisation appropriee.

11.1.2. Les nanoparticules métalliques " oxyde de zinc

Des scientifiques spécialisés dans les matériaux ont synthétisé et deéveloppé des
nanoparticules de ZnO (oxyde de zinc) en tant que forme de nanotechnologie. Les ZnO NPs
presentent plusieurs caractéristiques distinctives, notamment leurs propriétés optiques,
électriques, photocatalytiques et antimicrobiennes. Ces caractéristiques uniques permettent
I'utilisation du ZnO dans diverses applications environnementales et sanitaires.(Moghaddas et
al. 2020).Les nanoparticules de ZnO (ZnO NPs) ont lavantage d'avoir une faible toxicité et
d'étre biodégradables. Cela en fait d'excellents supports nanométriques pour la délivrance de
divers médicaments. Grace a leur taille réduite et a leurs propriétés particuliéres, les ZnO NPs
peuvent étre utilisées pour encapsuler, transporter et libérer efficacement des médicaments

dans des applications médicales. Cette capacité de délivrance ciblée offre de nouvelles
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opportunités pour améliorer [lefficacité thérapeutique et réduire les effets secondaires
indésirables.(Hu et al. 2011; Kalpana and Devi Rajeswari 2018). Les nanoparticules de ZnO
(ZnO NPs) possédent une énergie de liaison de 60 meV et une bande d'énergie de 3,37 eV, ce
qui leur confere une excellente stabilité chimique, électrique et thermique. Leurs propriétés
uniques peuvent étre facilement modifiées en ajustant la morphologie des ZnO NPs a travers
différentes methodes de synthése, I'utilisation de différents matériaux de depart ou de
modificateurs lors de la fabrication de ces nanomatériaux.(Kalpana and Devi Rajeswari
2018).En raison de son abondance, de sa faisabilité et de son accessibilité, le zinc et loxyde
de zinc jouent un role essentiel dans de nombreuses transformations organiques. Ils sont
largement utilisés comme catalyseurs dans une variété de réactions de formation de liaisons
telles que les réactions C-N, C-O et C-S. Grace a leurs propriétés catalytiques, le zinc et
loxyde de zinc facilitent ces réactions chimiques en favorisant la formation de nouvelles
liaisons entre les atomes de carbone et d'autres éléments tels que l'azote, loxygene et le
soufre. Cela ouvre la voie a la synthése de composés organiques importants dans divers
domaines de la chimie et de la recherche. (Kumar and Chen 2008).Récemment, les
nanoparticules de ZnO (ZnO NPs) suscitent lattention des chercheurs en raison de leur
contribution potentielle a la résolution des problemes environnementaux. Cependant, des
efforts supplémentaires doivent étre déployés pour la synthése des ZnO NPs, ce qui nécessite
la réduction de I'énergie de la bande interdite du photocatalyseur par le dopage avec des
métaux ou des non-métaux. Ce processus de dopage permet de modifier les propriétés du
matériau, notamment ses propriétés photocatalytiques, afin d'améliorer son efficacité dans des
applications environnementales telles que la dégradation des polluants et la purification de
leau. En explorant differentes méthodes de dopage, il est possible d'optimiser les
performances des ZnO NPs en tant que photocatalyseurs, ouvrant ainsi la voie a des avancées
significatives dans le domaine de la résolution des probléemes environnementaux.(Sanakousar
et al. 2022).Les nanoparticules de ZnO (ZnO NPs) ont montré une forte activité
antibactérienne contre des pathogenes alimentaires courants tels que Listeria monocytogenes,
E. coli, Campylobacter jejuni et Salmonella spp. Elles ont donc un fort potentiel en tant que
conservateurs alimentaires.(Dizaj et al. 2014).Les nanoparticules de ZnO (ZnO NPs) ont été
approuvées comme sdres par la Food and Drug Administration (FDA).(Cornu 2019).

11.1.3. Méthodes de synthese des nanoparticules d'oxydes métalliques

Il existe deux principales techniques de synthése des nanoparticules d'oxydes métalliques :
lapproche physique, également appelée approche descendante, et l'approche chimique,

connue sous le nom d'approche ascendante. Dans lapproche descendante, on part d'un
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matériau en vrac et on cherche a le décomposer en objets a I'échelle nanométrique a laide de
meéthodes physiques. En revanche, dans l'approche ascendante, on construit la structure a
partir des composants de base, tels que les atomes, les molécules ou les groupes de clusters,
en les assemblant progressivement a partir d'une solution. Cette technique a séduit de
nombreux chercheurs en raison de sa simplicité et de sa faisabilité au niveau du laboratoire,
permettant ainsi de mener facilement des expeériences.

Cependant, l'adaptation de ce processus a la production de grandes quantités de poudres a
leéchelle industrielle n'est pas aussi simple. Néanmoins, une caractéristique avantageuse du
traitement en solution est la possibilité de générer des nanoparticules encapsulées en utilisant
des agents tensioactifs comme coque protectrice. Cela permet d'obtenir des nanoparticules
présentant une grande homogénéité et une dispersion efficace dans le milieu.(Oskam 2006).
11.1.3.1. Synthése des NPs par Sol-Gel

Ces dernieres années, le procédé sol-gel a été largement étudié pour la production de
nanostructures d'oxydes métalliques dans divers domaines technologiques et d'ingénierie, en
raison notamment de la maitrise de la taille et de la forme des produits obtenus. Depuis la
premiere fabrication de gel de silice par Ebelman en 1846, cette technologie s'est
continuellement développée, et les matériaux sol-gel fabriqués ont trouvé de nombreuses
applications présentant d'excellentes propriétés magnétiques, optiques, thermiques, électriques
et mécaniques (Pierre, 2020).

La synthése des solides implique souvent des réactions chimiques en milieu humide et une
chimie colloidale en solution, basées sur la conversion de précurseurs moléculaires en un
réseau d'oxydes par hydrolyse et condensation. La morphologie joue un role essentiel dans
lamélioration des propriétés de tout matériau en optimisant le rapport surface/volume elevg,
et le contrble de la forme, de la taille et de la structure des particules dans les matériaux revét
une importance cruciale dans la conception de la prochaine géenération de dispositifs et de
matériaux thérapeutiques. La technologie sol-gel se révele étre un outil prometteur en chimie
des matériaux pour la fabrication de nanostructures d'oxydes métalliques a structure contr6lée.
Les oxydes métalliques synthétisés par le procédé sol-gel présentent d'excellentes propriétés
électriques et optiques. L'examen des nanostructures d'oxydes métalliques obtenues grace a la
technologie sol-gel nous permet de mieux comprendre les facteurs qui influencent la taille et
la forme des particules. En général, les additifs, les solvants, le temps de vieillissement et les
traitements thermiques ultérieurs sont des parametres importants pour contréler la forme et la

taille des éléments constitutifs des matériaux fabriqués (Pierre, 2020).
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11.1.3.2. Synthése des NPs par processus hydrothermal

La synthese hydrothermale est une approche basée sur les reactions en solution. Elle englobe
la fabrication de matériaux en utilisant des solutions a des températures allant de I'ambiante
jusqua des températures élevées. Cette méthode permet de contr6ler la morphologie des
matériaux a préparer en ajustant les conditions de basse pression ou de haute pression en
fonction de la pression de vapeur de la composition principale dans la réaction. De nombreux
types de nanomatériaux ont été avec succes synthétisés grace a cette approche. La méthode
hydrothermale présente des avantages significatifs par rapport a d'autres meéthodes de
synthése. Elle permet la fabrication de nanomatériaux qui ne sont pas stables a des
températures élevées. De plus, les nanomatériaux a haute pression de vapeur peuvent étre
produits par cette méthode avec une perte minimale de matériaux. La synthése hydrothermale
offre également un bon contrdle des compositions des nanomatériaux a synthétiser en utilisant
des reactions chimiques en phase liquide ou multiphases (Lietal., 2016).

11.1.3.3. Synthése des NPs par chimie verte

Pour surmonter ces limitations, une nouvelle ere d'approches et de méthodes de "synthése
verte" attire de plus en plus lattention dans la recherche et le développe ment de la science et
de la technologie des matériaux. La synthese verte des nanomatériaux, réglementée par des
processus de contrdle, de nettoyage et de remédiation, vise principalement a améliorer leur
respect de l'environnement. Les principes fondamentaux de la synthése verte peuvent étre
expliqués a travers plusieurs composants, tels que la minimisation des déchets, la réduction de
la pollution et l'utilisation de solvants plus sirs ou non toxiques, ainsi que de matieres
premiéres renouvelables.

Les méthodes de synthése verte sont necessaires pour éviter la production de sous-produits
indésirables ou nocifs, en mettant en place des procédures de synthese fiables, durables et
respectueuses de lenvironnement. L'utilisation de systemes de solvants et de ressources
naturelles idéales, tels que les systémes organiques, est essentielle pour atteindre cet objectif.
La synthése verte des nanoparticules métalliques a adopté ['utilisation de divers matériaux
biologiques, tels que des bactéries, des champignons, des algues et des extraits de plantes.
Parmi les méthodes écologiques disponibles pour la synthése de nanoparticules d'oxydes
métalliques, I'utilisation d'extraits de plantes est un processus relativement simple et facile
permettant de produire des nanoparticules a grande échelle par rapport a la synthese médiée
par des bactéries ou des champignons. Ces produits sont communément appelés

nanoparticules biogéniques (Liet Anastas, 2012; Anastas, 2013).
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11.1.4. Propriétés des nanomaté riaux

Le passage des matériaux de I'état agregé a l'état nanostructuré entraine I'émergence de
nouvelles propriétés spécifiques. Dans cette étude, nous souhaitons présenter un apercu
succinct des propriétés catalytiques, antimicrobiennes, optiques, magnétiques et
vibrationnelles des nanoparticules. Nous mettrons en évidence quelques résultats sélectionnés
issus d'études antérieures (Wu et al., 2020)

11.1.4.1. Propriétés structurales

L'oxyde de zinc présente généralement trois structures cristallines : la structure hexagonale
connue sous le nom de Wirtzite, la structure blende et la structure du chlorure de sodium
(Rock Salt) (Khanetal., 2011). La Figure (11.1) illustre ces différentes structures.

© 7n [001] [111]
©o .

Figure (11.1): Les structures des cristaux d'oxyde de zinc comprennent la (a) NaCl (Rocksalt)
(b) Zinc blende et (c) Wirtzite('Yang 2008).

La structure wirtzite (hexagonale) est la plus stable thermodynamigquement a tempeérature
ambiante, la structure Blende (cubique) peut étre déposée sur certains substrats de symétrie
cubique, et la structure sel gemme est obtenue lorsque la structure wirtzite est sous pression
hydrostatique (10 - 15 GPa) La derniere étape est considérée comme stable et peut se
poursuivre a pression atmosphérique (Yang 2008).Le Tableau (11.1) montre la différence
entre les compositions de la blende de zinc et de la wiirtzite .

Tableau (11.1): Certaines différences entre les structures de ZnO (Yang 2008).

Paramétres Coordination  Densité Group spatial  Condition

de maille (A°) (2) (g/cm3) d’apparition (kpa)
Vurtzite a=3.2498 2 5.7 P63mc Pression

c=5.2066 atmosphérique
Zine blende | A=4.28 4 6.9 Fm3m Pression p=100
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Structure hexagonale compacte de type Wirtzite décrite par deux réseaux hexagonaux
compacts ; L'un Zn*? et l'autre est déplacé de O2 par le vecteur u = 0,379 ¢, qui correspond &
la translation de courant entre les deux sous-réseaux. Il en résulte une structure avec un
empilement de tétraedres ZnO4 imbriqués les uns dans les autres. La Figure (11.2) montre le
réseau primitif de la structure hexagonale Wirtzite ZnO dont les parametres de réseau sont : a
=3,2498 A et c = 5,2066 A.

Figure (11.2): Structure cristalline de ZnO (W irtzite)(Grotel et al. 2018).

En réalité, dans l'oxyde de zinc, I'atome de zinc se trouve & une distance de 0,11 du centre
précis du tétraedre, parallelement a l'axe c. Contrairement a ce que l'on pourrait attendre d'un
cristal entierement ionique, les molécules d'oxygéne conservent un certain degré
d'individualité. Ce phénomene est causé par 'homopolymérisation des liaisons Zn-O. En ce
qui concerne les principales caractéristiques structurales de l'oxyhydroxyde de zinc, comme
indiqué dans le Tableau (11.2), la structure est sensiblement ouverte. En effet, les atomes de
zinc et d'oxygene ne représentent qu'environ 40% du volume du cristal, laissant des espaces
vides dans la plage de 0,95- A. Dans des circonstances particuliéres, les atomes de zinc en
exces peuvent se déposer dans ces interstices ou occuper des positions interstitielles. Cette
caractéristique explique plusieurs propriétés uniques de loxyde de zinc, telles que sa
semiconductivité, sa photoconductivité, les phénoménes de luminescence, ainsi que ses

proprietés catalytiques et chimiques.

Tableau (11.2): Principales caractéristiques cristallographiques du ZnO(Grotel et al. 2018).

Réseau Hexagonale wartzite
a=3.2499A° €=5.2060 c/a=1.6019
Paramétres de maille Suivantl’axec d=1.98A°
Distance entre O Pour les autres voisins d=1.98A°
Rayon atomique Zn**=0.60A° 0°'=1.38A°
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11.1.4.2. Propriétés piézoélectriques

La piézoélectricité est la capacité de certains types de cristaux a se polariser électriquement
sous l'influence d'une contrainte mécanique. Cette polarisation induite change de signe avec la
contrainte mécanique appliquée et est proportionnelle a celle-ci. Ce phénoméne est un
exemple de piézoélectricité directe. L'introduction d'un champ électrique extérieur provoque
une déformation mécanique du cristal, qui est leffet piézoélectrique inverse. Les deux
principaux avantages de la structure wirtzite sont l'absence de centre de symétrie et la polarité
des surfaces. De ce fait, la surface de ZnO peut étre décrite comme une alternance de plans
constitués des ions O2- et Zn** selon laxe C. Les surfaces chargées positivement (0001) en
Zn et négativement (0001) en O résultent de lantagonisme des paires d'ions. C'est ce qui
provogue une polarisation spontanée selon laxe C et la création d'un moment dipolaire.
L'oxyde de zinc appartient a la catégorie des matériaux piézoélectriques. L'effet
piézoélectrique le plus élevé de tout semi-conducteur est démontré par ZnO (constante
diélectrique relative égale a 8,75) (Ha et al. 2005).

11.1.4.3. Propriétés catalytiques

La catalyse est I'une des premiéres applications des nanoparticules. Depuis de nombreuses
années, divers éléments et matériaux tels que laluminium, le fer, le dioxyde de titane, les
argiles et la silice ont été utilisés comme catalyseurs a I'échelle nanométrique. Cependant, la
compréhension adéquate de leur remarquable comportement catalytique n'a pas encore été
entierement réalisée. La grande surface des nanoparticules a un impact direct positif sur la
vitesse de réaction et peut également expliquer leur activité catalytique. La structure et les
propriétés de forme des matériaux a l'échelle nanométrique peuvent également influencer
lactivité catalytique. L'ajustement précis des nanocatalyseurs en termes de composition
(bimétallique, noyau-coquille ou supports), de forme et de taille permet une sélectivité accrue.
Ainsi, il est important de comprendre comment les propriétés physiques des nanoparticules
influencent leurs propriétés catalytiques et comment les paramétres de fabrication peuvent
également affecter ces proprietés physiques. En comprenant mieux ces aspects, les
scientifiques peuvent concevoir des nanocatalyseurs hautement actifs, sélectifs et durables.
Ces avantages permettront d'utiliser plus efficacement les ressources, de réduire la
consommation d'énergie et de minimiser la production de déchets dans les reactions
chimiques industrielles, contribuant ainsi a atténuer [limpact environnemental de nos
processus chimiques (Xie et al, 2007). Les nanoparticules sont reconnues comme les
catalyseurs industriels les plus importants et leur application est étendue, allant de la

fabrication de produits chimiques a la conversion et au stockage de I'énergie. L'activité

31



Généralité sur nanoparticules d'oxydes métalliques “cas d’oxyde de zinc"

catalytique variable et spécifique des nanoparticules est attribuée a leur hétérogenéité et a
leurs différences individuelles de taille et de forme.

11.1.4.4. Propriétés magnétiques

Les nanoparticules magnétiques (MNPs) ont fait I'objet de nombreuses études au cours des
cinquante derniéres années et continuent de susciter l'intérét en raison de leur utilisation
potentielle dans divers domaines tels que le stockage de données haute densité et les
applications biomédicales. Les propriétés uniques des MNPs découlent de leur taille
nanométrique, qui differe des matériaux en vrac en raison de leur rapport surface/volume
élevé. Malgré la publication de nombreuses revues sur les MNPs, il manque une analyse
mettant laccent sur loptimisation de leurs propriétés pour des applications spécifiques.
L'objectif de ce rapport est de fournir une matrice de paramétres permettant de moduler et
d'ajuster les propriétés des MNPs en fonction de leur utilisation finale. Ces dernieres années,
la synthese des MNPs de différentes tailles, formes, compositions et structures noyau-
enveloppe a considérablement progressé.

Cette revue se concentre sur les facteurs qui contribuent au contrle et a I'optimisation des
proprietés magnétiques clés des MNPs, notamment la magnétisation a saturation (Ms), la
coercivité (Hc), la température de blocage (TB) et les temps de relaxation (tN et tB). Les
MNPs ont déja trouvé des applications dans le domaine biomédical.

Pour illustrer le lien étroit entre la structure des MNPs et leurs propriétés, nous pouvons
prendre I'exemple d'une application spécifique telle que la biodétection. Les MNPs présentant
une magnétisation a saturation plus élevée sont préférées car elles offrent une sensibilité et
une efficacité supérieures. Plusieurs études ont montré que laugmentation de la taille des
MNPs entraine une augmentation linéaire de la magnétisation a saturation jusqua ce quelle
atteigne une valeur maximale. L'impact de la géométrie sur les propriétés magnétiques est
également étudié pour des applications en biocapture, bien que la corrélation entre
laimantation et la forme soit moins directe. Des recherches récentes ont souligné la sensibilité
croissante des MNPs cubiques en tant que plateforme de biocapteurs en raison de leur surface
de contact accrue par rapport aux spheéres.

La composition joue également un réle crucial dans les propriétés magnétiques des MNPs.
Cependant, en raison des préoccupations liées a la toxicité des éléments ou des composés
utilisés, I'effet de la variation de composition a été principalement étudié pour des applications
ex vivo. Par conséquent, les données relatives aux applications impliquant un contact

biologique sont limitées.

32



Généralité sur nanoparticules d'oxydes métalliques “cas d’oxyde de zinc"

Pour les biocapteurs implantables, tels que les systemes de surveillance de la glycémie, la
biocompatibilité constitue un defi majeur. Ces préoccupations ont été abordées en encapsulant
les MNPs dans un revétement approprié. La nature de ce revétement est essentielle dans les
MNPs a structure noyau-enveloppe, car il peut améliorer ou réduire significativement les
propriétés magnétiques du noyau en fonction de I'interaction entre le ligand et la surface de la
nanoparticule, de l'épaisseur relative du noyau et de I'enveloppe, ainsi que de la taille de la
nanoparticule enrobée.

Dans cette revue, nous nous concentrons sur les parameétres suivants, qui peuvent étre
facilement modulés pour ajuster les propriétés magnétiques des MNPs en utilisant des
méthodes de synthése appropriées : (1) taille, (2) forme, (3) composition et (4) structure
noyau-enveloppe. Cependant, pour donner un contexte, la section suivante présente
brievement les principes fondamentaux du nanomagnétisme (Garcia et al. 2007; Yoon et al.
2003; Fukumura et al. 2001).

11.1.4.5. Propriétés optiques

Les nanomatériaux sont la pierre angulaire des nanosciences et des nanotechnologies. La taille
pertinente des composants de nanomatériaux est de 1’ordre de quelques centaines a quelques
centaines de nm (DjuriSi¢ and Leung, 2006). Au niveau fondamental, il existe un réel besoin
de mieux comprendre les propriétés des matériaux a I'échelle nanométrique. Sur le plan
technologique, il existe une forte demande pour développer de nouvelles technigques
permettant de fabriquer et de mesurer les propriétés des nanomatériaux et des dispositifs
correspondants. Des progrés importants ont été accomplis au cours des derniéres décennies
sur les deux fronts. 1l a été démontré que les matériaux a l'échelle nanométrique ont des
proprietés physiques et chimiques uniques par rapport a leurs équivalents en vrac et que ces
propriétés sont trés prometteuses pour diverses applications technologiques (Djuri$i¢ and
Leung, 2006).

L'un des aspects les plus fascinants et les plus utiles des nanomatériaux est leurs propriétés
optiques. Les applications basées sur les propriétés optiques des nanomatériaux comprennent
les détecteurs optiques, le laser, le capteur, lI'imagerie, I'affichage, les cellules solaires, la
photocatalyse, la photoélectrochimie et la biomédecine (Soosen Samuel et al., 2009). Parmi
les nanomatériaux, les plus fascinants sont les matériaux composites contenant des
nanoparticules métalliques (MNPSs), qui sont désormais considérés comme une base pour la
conception de nouveaux supports photoniques pour I’optoélectronique et I’optique non

linéaire (Soosen Samuel et al., 2009).
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Simultanément, avec la recherche et le développement de technologies modernes destinées a
la synthése de nanoparticules, une attention particuliere a été consacrée a la conception de
techniques permettant de contréler la taille des MNPs. Ceci est d0 au fait que les propriétés
des MNPs, telles que l'effet de la taille quantique, la conduction monoélectronique, etc.,
nécessaires pour diverses applications, ont lieu jusqu’a une certaine taille (Soosen Samuel et
al., 2009).

Un exemple d'application en optoélectronigue est un prototype de circuit électronique intégré
- une puce combinant des fils métalliques en tant que conducteurs de signaux électriques et
des fibres en tant que guides de signaux optigques (Soosen Samuel et al., 2009).

11.1.4.6. Propriétés vibrationnelles

L'étude des propriétés physiques des nanoparticules est un domaine de recherche important
dans le domaine actuel, car ces particules constituent les éléments constitutifs des matériaux
assemblés en grappes. Une compréhension détaillée des propriétés des nanoparticules est
donc essentielle pour la fabrication contrdlée de matériaux nanostructurés. La densité des états
vibratoires (VDOS) joue un rble clé dans la compréhension de plusieurs propriétés physiques
des systemes a l'état solide (Cheng et al., 2004). Le VDOS caractérise non seulement la
dynamique du réseau du systéme, mais il détermine également de nombreuses autres
propriétés telles que la vitesse du son, la capacité calorifique, le facteur de Debye-Waller, etc.
Il est également I'un des facteurs clés qui influencent les transformations structurelles
(martensitiques) des nanoparticules métalliques par le biais des contributions entropiques.
Alors que les VDOS des matériaux nanocristallins - des matériaux polycristallins avec une
taille de grain inférieure a 100 nm - ont été largement étudiés a la fois expérimentalement et
théoriquement, les VDOS des nanoclusters isolés ont jusqua présent eté exclusivement
étudiés par les théoriciens. Dans cette étude, nous présentons les résultats de la densité
vibratoire des états de nanoparticules de cuivre avec des diamétres allant de 4 a 20 nm. Nous
examinons en particulier la dépendance de la taille sur le VDOS de ces particules. De plus,
nous montrons comment lanalyse des voisins communs (ANC) peut étre utilisée comme une
méthode efficace pour classifier les atomes d'une configuration donnée en atomes du noyau,
de la surface et de la subsurface (Sahai et Goswami, 2014).

11.1.4.7. Propriétés antimicrobiennes :

Les metaux et les oxydes métalliques sont connus depuis des siécles pour leur activité
antibactérienne. Par exemple, les pots en argent étaient utilisés pour purifier leau il y a
environ 4000 ans. Les recherches récentes en nanophysique ont permis aux scientifiques

d'étudier les propriétés antibactériennes de différentes nanoparticules métalliques. Bien que le
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mécanisme exact de la toxicité antibactérienne des nanoparticules métalliques fasse encore
lobjet de débats, trois mécanismes clés sont supposes étre impliqués : premierement, la
production d'espéces réactives de l'oxygéne (ERO) ; deuxiemement, le processus de libération
d'ions ; et troisiemement, l'interaction des nanoparticules avec les membranes cellulaires. Les
nanoparticules métalligues ont un potentiel plus élevé pour lutter contre les infections
bactériennes que leurs homologues plus simples. Le mécanisme antibactérien est
principalement influencé par la taille des nanoparticules.

Dans une étude récente, G. Jagathesan et P. Rajiv ont examiné le mécanisme antibactérien des
nanoparticules d'oxyde de zinc de différentes tailles en utilisant un extrait de feuilles
d'Eichhornia crassipes. Ils ont évalué ces nanoparticules contre les bactéries a Gram positif
(+) (Staphylococcus aureus) et les bactéries & Gram négatif (-) (Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli) en utilisant la méthode de turbidité et la méthode de diffusion dans les puits.
Les résultats de ces tests ont confirmé que les nanoparticules d'oxyde de zinc ont montré une
bonne activité antibactérienne contre S. aureus, P. fluorescens et E. coli. Les nanomatériaux
ont des effets bactéricides probables. Ils déclenchent la libération d'ions de métaux lourds qui
s'intercalent entre les bases, endommagent les protéines cellulaires, perturbent la signalisation
cellulaire, générent des radicaux libres et empéchent la formation de biofilms (Sirelkhatim et
al., 2015).

11.1.5. Les morphologies de ZnO NPs

Une variété de nanostructures de ZnO avec différentes formes peuvent étre générées.

11.1.5.1. Nanofils

Les nanofils sont des nanostructures allongées dont le diamétre est nettement inférieur a leur
longueur. Leur diamétre peut varier de quelgues nanométres a plusieurs centaines de
nanometres, tandis que leur longueur peut aller de centaines de nanometres a plusieurs
micrometres. En raison de leur géométrie unique et de leur structure unidimensionnelle, les
nanofils présentent une surface énorme par rapport a leur volume, ce qui suscite un intérét
croissant dans la recherche scientifique. On trouve différentes formes de section transversale
dans les nanofils de petite dimension, telles que rondes, carrées, triangulaires et hexago nales.
Le ZnO, en plus de ses excellentes caractéristiques structurelles, possede également des
propriétés optiques trés intrigantes (El Zein, 2012).

11.1.5.2. Nanofibres

Les nanofibres, également appelées fibres ultrafines, ont une taille qui varie de quelques

nanometres a plus d'une centaine de nanometres. Leur longueur excessive leur confere un
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rapport axial élevé, ce qui influence directement leurs propriétés physico-chimiques. Ces
structures sont particulierement fascinantes (Park et al., 2009).

11.1.5.3. Nanotubes

Les nanotubes, grace a leur forme tubulaire et a leurs propriétés optoélectroniques similaires a
celles des nanofils, ont attiré l'attention ces derniéres années. Cependant, les nanotubes ont un
rapport surface-volume et une rugosité plus éleves que les nanofils, ce qui les rend avantageux
dans certaines applications. La rugosité est un paramétre lié aux défauts micro-géométriques
de la surface réelle. Des images MEB et TEM de nanotubes de ZnO sont présentées dans
I'étude de Sirelkhatim et al. (2015).

11.1.5.4. Nano-helices

Les nano-hélices de ZnO peuvent étre obtenues par évaporation thermique en présence de
particules de catalyseur de Sn issues de la décomposition a haute température de SnO2. La
croissance des nano-hélices de ZnO se déroule en deux étapes. La premiére consiste en la
croissance rapide de nanofils de ZnO selon l'axe [001]. La seconde étape implique la
nucléation et la croissance épitaxiale de nano-lames hexagonales sur les faces (110), (112) et
(210) des nanofils de ZnO, résultant de I'apparition de minuscules gouttelettes de Sn. Les tiges
des nano-hélices sont plut6t uniformes en longueur, bien qu'elles soient beaucoup plus courtes
que les nanofils. Les nano-lames se croisent également transversalement le long de la surface
(110), tandis que la croissance se poursuit le long de la surface (110), donnant ainsi lieu & une
série de phases de croissance (Bouchra, 2020).

11.1.5.5. Nano-anneaux / nano-spirales / nano-ressorts

Il existe plusieurs autres types de nanostructures de ZnO, notamment les nano-recuits, les
nanospirales et méme les nano-ressorts. La croissance de ces nanostructures est basée sur des
surfaces polaires. Ces structures jouent un role crucial dans les formations qui traversent la
longueur du plan (1010) et sont encadrées par les surfaces latérales du plan (1210) ; la partie
supérieure et inférieure de la structure suit le plan (0001). Ces formations sont créées a partir
de nano-ceintures hautement flexibles et mécaniquement stables qui sont chargees en charge
de surface. Lorsque les charges ne sont pas équilibrées pendant la croissance, le matériau a
tendance a se contracter afin de réduire l'énergie électrostatique, ce qui peut lui donner
différentes formes, telles qu'un anneau fermé formant une nano-bague, une nano-spirale ou
une nano-station (Xin et al. 2022).

111.1.5.6. Cagepolyédrique

Ces structures mésoporeuses ont été créées par la méthode de dépot solide-vapeur. Elles

présentent un tambour polyédrique converti en une cage sphérique, et leurs coquilles texturées
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sont formées par lauto-assemblage de nanocristaux de ZnO apres une procédure d'oxydation
de surface (Figure (11.3)) (Zeghoud et al. 2022).

Figure (11.3): Diverses morphologies de ZnO NPs: (a) sphérique, (b) triangulaire, (c) en

forme de fleur, (d) en forme de tache, (e) chou-fleur- en forme.

11.1.6.Applications de nanoparticules de ZnO

11.1.6.1. Additif alimentaire et engrais agricoles

De nombreux produits alimentaires, y compris les céréales pour petit-déjeuner, contiennent de
loxyde de zinc. L'oxyde de zinc, considéré comme un micronutriment essentiel, favorise la
croissance saine des animaux et est donc présent dans les aliments pour animaux (Sabir et al.,
2014). De plus, l'oxyde de zinc est utilisé dans la production de vis. Des études ont démontré
que les suppléments de zinc améliorent les performances de croissance des plantes et activent

les enzymes de croissance des plantes (Sabir et al., 2014).

11.1.6.2. Pharmacie, biomédical et biotechnologie

Dans le domaine de la pharmacie, de la biomédecine et de la biotechnologie, 'oxyde de zinc
joue des rdles potentiels dans le traitement de I'eczéma chez les nourrissons, le shampooing
antipelliculaire, la protection contre les rayons UV et les coups de soleil pour les peaux seches
et squameuses. Des recherches suggerent également que loxyde de zinc peut influencer les

fonctions cellulaires et tissulaires spécifiques (Shafiee et al., 2021).

11.1.6.3. Cosmetique
L'oxyde de zinc est largement utilisé dans I'industrie cosmetique en raison de sa capacité a

agir comme un pigment blanc mat. 11 est connu pour ses propriétés purifiantes et protectrices,
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et est utilisé dans la fabrication de produits cosmétiques tels que les crémes solaires et les
traitements pour les peaux irritées. De plus, I'oxyde de zinc est un filtre solaire efficace pour

protéger la peau contre les rayons UV (Zeghoud et al., 2022).

11.1.6.4. Santé

Dans le domaine de la santé, le zinc présente des propriétés anti-inflammatoires et
cicatrisantes qui peuvent étre utilisées pour traiter des affections cutanées telles que I'acné, le
psoriasis et la dermatite. Des médicaments et des compléments alimentaires a base de zinc
sont disponibles pour ces affections cutanées. De plus, le zinc joue un réle crucial dans la
synthése de la kératine et du collagéne, qui sont des composants majeurs des cheveux. En
association avec la vitamine B6, le zinc confere aux cheveux résistance, volume et brillance.
En tant gu'antioxydant, le zinc ralentit également le vieillissement de la peau et des yeux en

neutralisant les radicaux libres (Rajput et al., 2020)
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I11.Matériels et méthodes :

Nos travaux de recherche ont ét¢ menés au sein du Laboratoire des sciences de la nature et
de 'université d’EL OUED.

111.1. Matériels:

111.1.1.Matériels :

/7

% Réactif et produits chimiques :

Solvants et réactifs

acétate buffer pH=3.6

Trichlorure d’aluminiumAICl;

Trichlorure de fer FeCl;

DPPH (C;5 Hy; N5 Og) (95%) Production par (ALFA AESAR)
Réactif Folin Fiocalteu (3H,0,P,0;,13W0;,5M00;,10H,0) Production par
(PROLABO)

Eau Ultra pure (Bi distillé)

solution tampon (H,Na,PO,/HNa,PO,) pH=7

Eau distillée (H,0).

Ethanol 95% (CH;-CH,-OH) Production par (ALFA AESAR).
Carbonate de sodium Na,CO; .

méthanol 95% (CH;-OH) (99%) Production par (ALFA AESAR)
I’eau oxygénée H,0,

acide sulfurique H,SO,

Phosphate de sodium

FRAP réagent

La solution standard utilisée

Acide ascorbique CsH;O; (99%) Production par (ALFA AESAR)

acide gallique CHO (99%) Production par (PROLABO)

Rutine (C,7H30046) (97%) Production par (ALFA AESAR)

Quercitaine dihydrate C;;H;,0,(97%) Production par (ALFA AESAR)

acide chlorogenique (97%) Production par (ALFA AESAR)

acide caféique (99%) Production par (ALFA AESAR)

acide salisilique (99%) Production par (PROLABO)

Vanilline (99 .5%) Production par (ALFA AESAR)
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111.1.2. Matériel végétal :

« Echantillonnage et description :

Les échantillons des Ephedra alata. Utilisés lors de la réalisation de notre travail
proviennent d’un agriculteur différente situé une el oued.
Nous les avons prélevées en Mars 2021.

Les échantillons de plantes étudiés ont été nettoyés et purifiés des impuretés et bien lavés a
leau distillée froide pour se débarrasser de la poussiere et du plancton, pour sécher ce dernier
dans une piece ventilée a labri de I'humidité et du soleil et a température ambiante. Le

Tableau (11. 4) regroupe 1’origine, la couleur et la codification des échantillons.

Tableau (I111.1) :Description des échantillons .

Abréviation Nom scientifique La saison des récoltes lieu de croissance
A.A.1 Ephedra alata DC Tegzaout Mars 2021

A.A.2 Guemar

A.A3 El nekhla

% Préparation des échantillons secs :

Séchage des échantillons :

Tous les echantillons ont été réduits en poudre fine au moyen d'un broyeur électrique et
conservés dans des récipients en verre propres, secs et opaques, hermétiquement fermeés
jusqua leur utilisation. La Figure (I11.1) montre un schéma détaillé des etapes de travail

adoptées dans ce chapitre.
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Séchage et broyage

Spectres FTIR pour différents

d'échantillons de échantillons de plantes &
plantes —i o f] .
] HEE LS & B :PPT -FTEvaluation qualitative

. i é /\FF o 3 'é

;!.,’//’4\ ‘-ﬂ -
SRR 5 E‘ : HPLC Quantification

' =2

Sp UV pour différents échantillons g g

de plantes '§ E

=B

He o &

Extraits méthanoliques
d'échantillons de plantes

Wavelength (nm)

Chromatogrammes HPLC des
échantillons étudiés

Estimation de l'activité
biclogique
g 3 —_—
Q= ah e

Figure (111.1): Plan d'action détaillé.

111.2. Méthodes :

Notre étude a été basée spécifiquement sur le :

Caractérisation de matiére seche de plante par IR " sans traitement "
1- Caractérisation d'extrait de plante par UV " sans traitement "
2- Dosage des polyphénols totaux.

3- Evaluation de I’activité antioxydant des extraits de plante.

111.2.1. Spectroscopie infrarouge :

La poudre d'échantillon de plante a été analysee par un appareil infrarouge directement sans
traitement, ou les échantillons ont été placés dans la position de I'échantillon dans lappareil, la
poudre d'échantillon a été pressée par le bras, de sorte que les données et les données

spectrales ont été enregistrées et sauvegardées directement dans un fichier Excel.

111.2.2. Protocole utilisé pour I’extraction des composés phénoliques :
% Définition d'extraction:

C'est le processus d'isolement des matériaux ou composés naturels du matériau primaire

(plantes) a laide de solvants organiques; si la matiere a séparer est liquide, la méthode
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liquide- liquide est utilisée ; si le matériau est solide, la méthode d'extraction solide- liquide est
utilisée (Zhang et al. 2018).

% L’extraction solide-liquide:

° Extraction par ultrasons :

Grace a des études antérieures, il existe de nombreuses méthodes et mécanismes d'extraction,
ou la méthode Khosravi [53] a été adoptée, dans un flacon de 25 ml de capacité, 0,2 g de la
poudre de chaque échantillon de plante a été agité avec 2 ml de méthanol, puis il a été placeé a
l'intérieur du bassin a ondes ultrasonores (30 minutes, 45 degrés Celsius), ce qui permet aux
ondes sonores de se propager a travers la solution, ce qui aide a dissoudre et a dissoudre les

substances actives sans étre affecté.
e Séparation par centrifugeuse :

Pour obtenir I'extrait méthanolique, les échantillons ont été transférés directement dans une
centrifugeuse pour séparer la phase solide de la phase liquide pendant 15 minutes a 3000

tr/min

Tous les extraits sont conserves dans des tubes en verre foncé pendant une période n'‘excedant

pas 72 heures a une température (entre -4 et +4 °C).
111.2.3. Spectrophotométre UV-vis :

Les données spectrales de tous les extraits végétaux dilués dans du méthanol (2,5 g/L) ont été
enregistrées directement et sans traitement par spectrophotométre UV-Vis dans un fichier
Excel 2007.

Les résidus obtenus sont dosés a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible afin de
quantifier les teneurs en polyphénols totaux ensuite ils sont analysés par la méthode de
voltampérométrie cyclique et Chromatographie liquide de haute performance (HPLC) pour

déterminer le pouvoir antioxydant des polyphénols contenus dans les différents échantillons.
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dosage des composées phénoliques par les méthodes colorimétries « Analyse

gualitative » :

111.2.4. Dosage des polyphénols totaux :

Cette analyse permet d’avoir une estimation sur la teneur en phénols totaux de
I’échantillon. Le dosage des phénols totaux a été effectu¢ par une méthode adaptée de
Singleton et Ross en utilisant le réactif de Folin-Siocalte.

Pour quantifier la teneur en polyphenols , il faux utilisée une courbe d’étalon .

¢ La courbe standard d’acide Gallique:

Le dosage est réalisé selon la méthode citée avant, en utilisant le réactif de Folin. Le réactif
est formé¢ d’acide phosphomolybdique H3zPMo01,0s et d’acide phosphotunguestique
H3PW1,040 qui sont réduits par ’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe WgOy3
et de molybdene MogOs.

Les composés phénoliques totaux sont dosés de la maniére suivante, 1 ml des solutions
d’acide gallique de concentration de 0.01 jusqu’a 0.1 mg/mL, ensuite 1 ml d’une solution de
réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois dans I'eau distillée est ajouté puis immédiatement
apres il est ajouté 0.8ml d’une solution de Na;CO; (7.5% ). Le mélange obtenu est incubé a
la température ambiante pendant environ 30 minutes a I’abri de la lumiére. L'absorbance de
chaque solution a été déterminée a 760 nm contre un blanc. Les lectures de la densité optique
a 760nm, des solutions ainsi préparées ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de I'acide
gallique (Odumosu et al. 2015).

la courbe d’étalonnage standard obtenir " I’acide gallique "montrée au Figure (1.13):
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e 1-
808 -
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506 -
o
504 1
<

0,2 -

o T T T T T 1
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Concentration (g/l1)

Figure (111.2): Courbe standard de l'acide gallique.
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111.2.5. Dosage des flavonoides totale :

La guantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée avec le
trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium AICl; forme un complexe
jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose absorbe dans le
visible a 430 nm(P¢kal and Pyrzynska 2014).

Pour quantifier la teneur en flavonoides, il faux utilisée une courbe standard.

¢ La courbe standard de Quercitine :

La courbe d’étalonnage a été obtenue par des solutions de Quercitine de concentration
varie entre [0.05 jusqu’a 0.25 mg/ml]. 1,5 ml de chaque solution a été introduits a I’aide d’une
micropipette dans des tubes a essai, suivis de [laddition de 0,1 ml de trichlorure
d’aluminium (AICkL), 2,8 ml de I’eau distillée. Les solutions ont ét¢ secouées immédiatement
et bien mélangées, puis ils sont maintenus a 1’obscurité pendant 30 minutes. L'absorbance de
chagque solution a été déterminée a 430 nm contre un blanc et en fin on trace la courbe

d’étalonnage de quercitine en fonction de concentration : A= f(C) (Bouyahya et al. 2018).

1,6
1,4 - y=44.931x+0.1199
1,2 R?=0.9993
1 -
0,8 -
0,6 -
0,4
0,2 -
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035

Adresse de |I'axe

Adresse de |'axe

Figure (111.3): La courbe standard de quercitine.
111.2.6. Technique chromatographie « Analyse quantitative » :

Une technique d'analyse & la fois qualitative et quantitative de la chimie analytique est
connue sous le nom de chromatographie, dans laquelle un échantillon analytique contenant un
ou plusieurs composés est d'abord adsorbé sur une phase stationnaire (telle que papier,
geélatine, silice, polymeére ou silice granulée) puis éliminé par une phase mobile (telle qu'un
liquide, un gaz ou un fluide supercritique). Les différents composants de l'échantillon sont

répartis selon leurs taux d'adsorption et de désorption(Kiselev and Yashin 2013).
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/7

¢ Chromatographie liquide de haute performance (HPLC) :

La HPLC est un moyen tres flexible et simple d'isoler et d’identifier les différents

composés d’un mélange.

La HPLC peut étre assez largement décrite par de théorie commune. Dans ce cas, un
fluide appelé phase mobile traverse une colonne qui contient une phase solide (silices, silices
fondues, silice greffées).

A linstant initial, le mélange & séparer est injecté a I'entrée de la colonne ou il est entrainé par
la phase mobile. Si la phase stationnaire a été bien choisie, les constituants du mélange ayant
des temps de rétentions différents sont séparés par élution.

Un détecteur placé a la sortie de la colonne couplé a unenregistreur permet d'obtenir un tracé
appelé chromatogramme(Smith 2013).

Extraction :
10 g de matiere vegetale sont pris pour chaque variété etudiée.

L'extraction est réalisée en utilisant un mélange de solvants polaires CH3CH,OH (éthanol) et
H,O dans un rapport de 70:30 % v/v. Cela signifie que pour chaque 70 ml d'éthanol, 30 ml

d'eau sont utilisés.

Le mélange solvant est mis en contact avec la matiere végetale pour extraire les composés

polyphénoliques.

Apres l'extraction, l'extrait est filtré pour éliminer les particules indésirables en utilisant du
papier Whatman N°4.

Conservation de I'extrait :

L'extrait filtré est conservé a une température de -4°C a -5°C jusqu'a son utilisation ultérieure.
La basse température est utilisée pour préserver la stabilité des composés présents dans
l'extrait.

Analyse chromatographique :

Avant l'analyse, le mélange obtenu de l'extrait est a nouveau filtré sur du papier Whatman
N°4 pour éliminer toute impureté résiduelle.
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L'analyse chromatographique est réalisée en utilisant un systeme qui fonctionne a un débit
d'élution de 1 ml/minute. Cela signifie que 1 ml de I'échantillon est introduit dans le systeme

chaque minute.

La capacité de la boucle d'injection est de 20 ul, ce qui signifiec que 20 plde I'échantillon sont

injectés dans le systeme a chaque cycle.

La détection des composés polyphénoliques est réalisée a une longueur d'onde de 300 nm.

Cela permet de mesurer spécifiquement I'absorption des composés a cette longueur d'onde.

Apres chaque cycle d'analyse, le systeme est reconditionné pendant 50 minutes pour s'assurer

qu'il est prét pour la prochaine analyse.

L'objectif de cette étude quantitative est de déterminer la présence de certains composants
polyphénoliques standard dans les extraits bruts des échantillons de différentes variétés de
poivrons en utilisant la méthode chromatographique. Cette méthode permet d'obtenir des

informations précises sur les quantités de ces composes présents dans les échantillons.

La quantité des composée standard « Acide Gallique, Acide chlorogenique , le vanilline et
autre correspondante a été rapportée en microgramme par un gramme de la matiere vegétale
équivalente en solution standard. L’équation obtenue d’aprés la courbe linéaire de solution

standard est :

y=axtbh ... (1n.1)

Oou:
y: représente la valeur de surface.
x: représente la valeur de la concentration du standard en mg.mL™.

En remplacant a chaque fois la valeur de surface dans I’équation précédente, on trouve la
valeur de la concentration équivalente de solution standard Céq en mg/g.

Appareillage :

Les analyses ont été réalisées a l’'aide d’un chromatographe HPLC-RP-C18, Les
différentes parties constituant I’appareil sont décrites ci-dessous :
A) Pompe : unsystéme de deux pompes, Pompe : LC 20AL, LC20AL pour déplacer la phase
mobile a haute pression (plusieurs dizaines de bars) ;
b) Injecteur : c'est une vanne d’injection qui porte une boucle d'échantillonnage portant

Volume d’injection : 20 pl ;

73



Matériels et méthodes

c) Colonne : (Ces colonnes en phase inverse permettent la séparation des composés polaires
solubles dans l'eau ou les meélanges alcooliques ; elles contiennent la phase stationnaire qui
détermine le type de chromatographie, quelle soit en phase normale ou en phase inverse.
Elles sont ( 125 mm de longueur et 4,6 mm de diametre interne) et contiennent la phase
stationnaire apolaire (inverse de phase). De plus, le solvant utilisé est composé de deux
compositions constantes : acéto-nitrile et acide acétique dans l'eau (H2O).
d) Détecteur : un détecteur monochrome UV SPD-20A a longueur d'onde variable (190-400
nm) permettant d'identifier les différents composés présents dans I'échantillon a analyser.
N'oubliez pas qu'il est crucial que les produits que vous essayez de détecter aient un
chromophore qui absorbe dans cette gamme de longueurs d'onde.

e) Four: CTO 20A.

Dans notre étude, nous avons utilisé une HPLC en phase inverse, a l'aide de laquelle nous
avons réalisé une analyse qualitative et quantitative des composés polyphénoliques présents
dans nos différents extraits.

Les conditions opératoires :

Les conditions opératoires qui nous avons utilisée dans notre analyse sont comme suite:
v Débit : Iml/min ;
v Volume d’injection: 20 pl ;

v/ Longueur d’onde:300 nm ;
v’ Concentration de I’échantillon: 0.1mg/ml ;

v Temps d’analyse : 50 min.

Tableau (I111.2) : Conditions expérimentales de séparation de composés phénoliques par
HPLC.
Proportions (A) Rapport (B)

Temps (min)
0.00 10 90
2.00 10 90
6.00 14 86
16 17 83
23 19 81
28 23 77
30 10 60
50 10 90
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111.2.7. Evaluation de Pactivité antioxydant des extrais de plante :

Par conséquent, mesurer la capacité d'un composé a absorber les radicaux libres et ainsi
ralentir ou empécher leur synthése est la fagcon d'évaluer la capacité d'un composé a absorber

les radicaux libres.

Les tests proposes pour la mise en évidence du pouvoir antioxydant et antiradicalaire de

nos extraits phénoliques ont été réalisé par deux types de test chimique :

Les méthodes spectrophotométrie « teste d’évaluation : AAT, FRAP, DPPH »,

R/

+ Evaluation de P’activité antioxydant par les méthodes colorimétrie :

Une technique d'analyse quantitative appelée spectrophotométrie consiste a mesurer la
densité optique ou l'absorbance d'un composé chimique qui a été mis en solution. Les limites
de proportionnalités spécifiées par la loi de Beer-Lambert sont élargies au fur et a mesure que

cette espece devient plus concentrée.

La densité optique des solutions est déterminée par un spectrophotometre préalablement
calibré a laide de la longueur d'onde d'absorption de l'espéce chimique a étudier. Une partie
de la lumiére d'intensité 10 qui traverse une solution est absorbée par la ou les solutions
(Hamasakietal. 2022).

% Test d’évaluation de I'activité antioxydante totale (PPM):

Le test du PPM (PhosPhoMolybdate) est une variante du test DPPH. Au cours de ce test,
I’hydrogéne et 1’électron sont transférés du composé réducteur (extrait-antioxydant) vers le
complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du milieu et de la

structure du composé antioxydant.

Le test est bas¢ sur la réduction du molybdéne de I'étage d’oxydation (VI) a I'étage
d’oxydation (V). Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre
(phosphate/ Mo (V)) a un pH acide. On mesure la diminution de la coloration du complexe
molybdéne (VI) en présence d’antioxydant.

A la différence des autres tests, ce test permet non seulement de quantifier I'apport de
’activité antioxydante des polyphénols mais aussi d’autres composés antioxydants tel que les
vitamines (C, E...)(Munteanu and Apetrei 2021).Pour quantifier la teneur en flavonoides, il

faux utilisée une courbe standard.
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La courbe standard de I'acide gallique :

L’analyse de molybdate phosphate est réalisee en utiliser le protocole décrit comme suit :
On prépare 100 ml d’un mélange des trois solutions suivantes :

- 0,6 M d'acide sulfurique

- 28 mM phosphate de sodium

- 4 mM molybdate d'ammonium
200 I de lacide gallique dilué sont ajoute a 2ml de la solution précédente. le mélange est
placé dans un bain marie a une température de 95°C Pendant 90 min, apres refroidissement
l'absorbance a été mesurée a 695 nm.
I’activité antioxydante de nos éxtrait est évaluée en comparaison avec L’acide gallique, qui
est utilis¢ comme antioxydant dans I’industrie agroalimentaire.

La norme courbe a été préparée en utilisant les concentrations Connues de (0,05 a 0,3

mg/ml).
% Test du 2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPHe) :

La spectrophotométrie UV-visible peut étre utilisée pour suivre la réduction du radical
libre DPPH par un antioxydant en mesurant la diminution de [’absorbance a 517 nm

provoguée par la présence extraits phénoliques.

Initialement violet, le DPPH° se décolore lorsque lélectron célibataire apparie (Figure
I11.4). La capacité des composes phénoliques a capter ces radicaux libres sans activité
enzymatique est représentée par cette décoloration. Plus 'absorbance du DPPH diminue, plus

le pouvoir antioxydant des extraits est éleve.

Ce test allows alors obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de

différentes substances phénoliques de nos extraits (Behrendorffet al. 2013).

NO,
. Antioxydant
O,N N N —> O,N NH
NO,

NO,

O

Figure (111.4): Réduction du radical libre DPPH'.
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Nous avons pu déterminer les densités optiques de chaque solution d'extrait a différentes
dilutions et calculer le parametre ICsg, qui indique le pouvoir antioxydant d'une substance ou
d'un extrait et est défini comme la quantité d'extrait exprimée en mg/ml nécessaire pour lier
50% de le radical DPPH. La valeur ICsp de chaque extrait est calculée a l'aide d'équations de
courbes qui décrivent comment le pourcentage d'inhibition 1% varie avec la concentration de
lextrait. 11 est important de se rappeler que lorsque les valeurs ICso diminuent, lactivité
antioxydante de l'extrait augmente (Olugbami etal. 2014).
% Test du Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) :

La méthode FRAP, dose colorimétrique de transfert d'électrons, évalue la réduction du fer (le
passage de la forme ferreuse a la forme ferrique) en présence d'un antioxydant. Une fois
qgu'une molécule est réduite, elle change de couleur, ce qui permet de la mesurer par
spectrophotométrie. Les avantages de cette méthode sont qu'elle est rapide, facile, abordable
et fiable. Les inconvénients, cependant, incluent son incapacité a détecter les protéines ou les
substances contenant le groupe SH, y compris les thiols, qui peuvent transférer de
I'hydrogene. C'est pourquoi le test FRAP sous-estime fréqguemment l'activité antioxydante du
sérum sanguin (Hajimahmoodi et al. 2008).

Fe*3 4 TpTz AMovdnt peo+2 4 Tprz . (111.2)

Figure (111.5): Particule TPTZ+ Fe3*.
Pour quantifier la teneur en flavonoides, il faux utilisée une courbe standard.

La courbe standard d'acide sulfurique:

Le pouvoir antioxydant réduire ferrique (FRAP) de dosage fournit une mesure de la
réduction de la capacité des extraits. Cette méthode a été créée par Benzie et Strain, Le réactif
FRAP était fraichement préparée par mélange de 10 mM de 2, 4, 6-tripyridyl triazine (TP TZ)
et du chlorure ferrique 20mM en 3mM de solution tampon d'acétate buffer (pH 3,6). 100 pL
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des différentes concentrations (de 0,01 & 0 .12mg/ml) d’essai a été ajoutés a 300 pL d'eau
distillée suivie par 3 ml d’FRAP réactif. L'absorbance a été lue a 593 nm apres 30minutes
d'incubation a température ambiante contre une vierge(Gardés-Albert and Jore 2005).
I11.3. La synthese verte de nanoparticules
La synthése verte de nanoparticules d'oxydes métalliques suscite un grand intérét ces
derniéres années. Un protocole simple, efficace et respectueux de lenvironnement a été
développé pour synthétiser les nanoparticules en utilisant un extrait aqueux de diverses
plantes. Les composés phénoliques extraits des plantes jouent un rble essentiel en tant
qguagents reducteurs et revétent les ions metalliques pendant la synthése. Cette approche de
synthése verte, ainsi que la caractérisation et lapplication ultérieure des nanoparticules,
représentent un défi majeur en nanotechnologie. Elle est considérée comme sire et
écologique.
Cette étude présente un protocole simple pour la synthése verte de nanoparticules d'oxyde de
zinc en utilisant un extrait des feuilles de Ephedra alata, récoltées dans la région d'Al-Nakhla
a EI-Oued. Les conditions expérimentales utilisées dans cette étude sont également décrites.
Les nanoparticules synthétisées ont été caractérisées a laide de techniques standard telles que
UV-Vis, la spectroscopie FT-IR, la diffraction des rayons X (DRX), la microscopie
électronique a balayage (MEB) et la spectrométrie a dispersion d'énergie (EDX) pour
confirmer la nature des produits finaux obtenus par la synthése verte. De plus, lactivité
biologique des nanoparticules synthétisees a été évaluée, notamment leur activité
antibactérienne et leur activité antioxydante.

Ce travail a éte réalisé dans les laboratoires de la Faculté des Sciences de la Nature et
de la Vie de I'Université EL-OUED

111.3.1. Matériels végétaux

La synthése verte de loxyde de zinc en utilisant l'extrait des feuilles de Ephedra alata a éte
réalisée en collectant les feuilles de cette plante dans la wilaya d'ElI Oued (33° 07' 00" N 7° 11'
00" E). Cette sélection est basée sur des études antérieures menées sur cette plante, comme
indiqué dans le chapitre 01. Ces études ont confirmé la présence de divers composés
phytochimiques, tels que les polyphénols (flavonoides, tanins condensés) et les saponines, qui

agissent comme des agents bio-réducteurs ou phyto-réducteurs.
111.3.2. Méthodologie

111.3.2.1. Préparation de I'extrait de plantes
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La méthode d'extraction solide-liquide est employée pour séparer les composes
phytochimiques de la matiére végétale solide en utilisant des solvants organiques. Cette
méthode repose sur le principe selon lequel le solvant doit traverser I'interface solide- liquide,
dissoudre les composants actifs présents dans la matiére solide, puis les extraire.

Dans notre étude, nous avons opté pour la technique de l'extraction par macération dans l'eau,
qui consiste a laisser la matiere solide en contact avec l'eau pendant une période prolongée.
Pour ce faire, 10 g de poudre de matiere végétale solide (feuilles de la plante) ont été
mélangés avec 120 ml d'eau distillée dans un bécher en verre de 250 ml. Le mélange a été
régulierement agité pendant 24 heures a température ambiante. Ensuite, l'extrait a été filtré a
laide d'un papier filtre (Whatman No : 4) et stocké dans un récipient en verre hermétique a
une température de 4°C en vue d'une utilisation ultérieure.

111.3.2.2. Synthése verte des nanoparticules d'oxyde de zinc

L’extrait aqueux de Ephedra allata a été mis a réagir avec la solution déshydratante d'acétate
de zinc (Zn (CH3COO) ,, 2H,0) avec une concentration de 1 mol/l dans un systeme de bain
aqueux avec agitation continue a 80 ° C pendant une heure et demi.La formation de
nanoparticules d'oxyde de zinc est indiquée par un changement de couleur du mélange
solution du vert au gris clair . Les produits obtenus étaient recueilli par centrifugation a 4000
tr / min pendant 15 minutes, puis lave a l'eau distillée et séché a 100 °C avant son recuit & 600
°C pendant 4 heures. Les poudres résultantes ont été stockées pour différentes

caractérisations(Agarwal et al. 2017).

Dans la Figure (111.6) un schéma de I'économiseur de travail.

Spectres FTIR pour ZnO NPs
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Figure (111.6): Schéma de travail expérimental.
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111.3.3. Techniques de caractérisation" structurales et morphologiques™

111.3.3. 1. Spectroscopie d’absorption UV-visible

Une approche courante pour évaluer les propriétés optiques des produits développés, telles
que la transparence et I'énergie de bande interdite, consiste a utiliser la spectroscopie UV-Vis.
Pour cela, un spectrophotometre Shimadzu UV-Vis modéle VWR® UV-6300PC,
fonctionnant dans la plage de longueurs d'onde de 200 a 900 nm, a été utilisé.

111.3.3. 2. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)

FTIR (Fourier Transform Infrared) est une méthode préférée de spectroscopie infrarouge.
Lorsque le rayonnement infrarouge traverse un échantillon, une partie de ce rayonnement est
absorbée par I'échantillon, tandis qu'une autre partie est transmise a travers lui. Le signal
détecté est ensuite transformé en un spectre qui représente lempreinte moléculaire
caractéristique de léchantillon. La spectroscopie infrarouge est précieuse car différentes

structures chimiques (molecules) produisent des empreintes spectrales distinctes.

111.3.3.3. Diffraction des rayons X (DRX)

Parce que la diffraction des rayons X est une technique d'analyse non destructive pour
lidentification et la détermination quantitative des diverses formes cristallines présentes dans
un solide, la découverte du rayonnement a été un événement important qui a
fondamentalement modifié le cours du progrés scientifique, peut-étre dans le domaine de la

cristallographie.

111.3.3.4. La microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (MEB) est un processus de test qui balaye un
échantillon avec un faisceau d'électrons pour produire une image agrandie pour lanalyse. La
méthode est également connue sous le nom d'analyse MEB et de microscopie MEB, et est
utilisée trés efficacement dans la microanalyse et lanalyse des défaillances de matériaux
inorganiques solides. La microscopie électronique est effectuée a des grossissements éleveés,
genere des images haute résolution et mesure avec précision de tres petits objets et objets.

111.3.4. Applications de nanoparticules de ZnO ™" activities biologique *

111.3.4. 1. Evaluation de P’activité antioxydant des extrais de Ephedra alata in vitro:
-Test d’activité anti-radicalaire (DPPH)

En mesurant la diminution de l'absorbance a 517 nm provoquée par la présence d'extraits

phénoliques, la spectrophotométrie UV-visible peut étre utilisée pour suivre la réduction du

radical libre DPPH provoquée par un antioxydant.

Le protocole détaillé se trouve dans les titre précédentes
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-Test de pouvoir réducteur (FRAP)

La méthode FRAP, dose colorimétrique de transfert d'électrons, évalue la réeduction du fer
(le passage de la forme ferreuse a la forme ferrique) en présence d'un antioxydant. Une fois
qu'une molécule est réduite, elle change de couleur, ce qui permet de la mesurer par
spectrophotométrie.

L'absorbance a été lue a 593 nm apres 30 minutes d'incubation a température ambiante contre
une vierge.
Le protocole détaillé se trouve dans les titres précédents

-Test d’évaluation de l'activité antioxydante totale (PPM)

The PPM (PhosPhoMolybdate) test is a variation of the DPPH test. During this test,
hydrogen and electrons are transferred from the oxidising compound (PPM) to the reducing
compound (extract-antioxidant). This transfer depends on the milieu's pH, redox potential,
and antioxidant compound structure.

Le protocole détaillé se trouve dans les titre précédentes

111.3.4. 2. Tests d’activité antibactérienne de ZnO NPs
La technique d'utilisation de disques de papier est utilisée pour évaluer [lactivité
antibactérienne de diverses concentrations de ZnO NPs. Cette meéthode est basée sur
I'émergence d'une zone inhibitrice dans le milieu de culture entourant le disque contenant
lextrait préleveé.
% Souches microbiennes testées:
Cing souches bactériennes (Tableau (111.3)) ont été mises a notre disposition par le
laboratoire.
Ces souches regroupent des bactéries Gram + et Gram -.

Tableau (111.3): Souches bactérienne testées.

Type de bactérie Souches testées

Gram (-) Escherichia coli (ATCC25922)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
Gram (+) Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Les micro-organismes utilisés pour cette étude étaient a la fois des saprophytes et des
pathogenes, largement distribués dans tout le corps humain, le tractus gastro-intestinal des
ruminants et l'environnement naturel, y compris le sol, l'eau et éventuellement les aliments

contaminés.
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< Préparation des souches bactériennes:

Because they must be in the same physiological state when they come into touch with the
antimicrobial agent and have the same sensitivity to the drug under test, the test samples must
be pure and taken from a recent 24-hour bacterial culture. The number of germs is around
10UFC/ml (UFC: unit formant colonies)(Schwalbe et al. 2007).The bacterial suspensions
have been recollected by preserving 3 to 5 colonies that will be dissociated in a test tube
containing 5 ml of physiological sterile water 0.9%, then placed in a gélose-lined box using
sterile écouvillons and incubated at 37°C for 24 hours. The technique of stries on the nutritive
gelose was used to isolate these bacteria.

< Préparation des dilutions des extrais:

Différentes concentrations (10mg/ml; 5 mg/ml; 2.5mg/ml) d'extrait de nanoparticule d'oxyde
de zinc ont été préparé par DMSO.

% Préparation de L'inoculum:

Quelgues colonies soigneusement isolées et de taille identique ont été introduites dans 5 ml
d'eau physiologiquement stérile a 0,9 % apres 24 heures de culture.

Moins d'une minute apreés la préparation de I'inoculum, le début devrait avoir lieu.

% Ensemencement:

Selon lapproche 2002 du NCCLS, le début se fait en milieu stérile en présence de bec
benzene. Le milieu nutritif est contenu dans des boites de pétri d'une épaisseur de 4 mm. Les
récipients sont séchés et refroidis a température ambiante avant d'étre remplis de suspensions
bactériennes a laide d'épipellettes stériles. L'écouvillon est injecté avec la suspension
bactérienne puis frotté contre la paroi interne de I'éprouvette. En commencant par quelques
stries dentelées de haut en bas, l'opération est répétée trois fois en faisant tourner la bofte a
chaque fois. Ensuite, tout le périmetre de la gélose a été recouvert par I'‘écouvillon.

Trois disques absorbants en papier Wattman de 6 mm de diametre qui ont été stérilisés dans
un autoclave a 121°C pendant 20 minutes ont été placés a I'intérieur de chaque récipient. Trois
disques recevront chacun 10 | des différentes concentrations d'extrait de ZnO NPs, tandis que
le disque de contr6le négatif recevra 10l de DMSO. Pour toutes les bactéries, I'incubation a
eu lieu a l'incubateur pendant 24 heures a 37°C. Le diameétre des zones d'inhibition entourant
les disques est utilisé pour mesurer les résultats.

< Etude P’effet des antibiotiques sur les souches bactériennes:

Dans ce travail, la ciprofloxacine (CIP-5) est utilisée pour démontrer la présence ou l'absence

d'un effet antibactérien sur les échantillons de test.
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IV. Résultats et discussion :

IV.1.1. Analyse infrarouge des échantillons étudiés :

Apres lanalyse spectrale des échantillons de plantes avec le dispositif FTIR, les courbes
spectrales des différents échantillons de plantes présentées a la Figure (VI1.17) ont été
obtenues.

—AA1 1030cm™
— AA2
AA3
1730cm™
2275¢cm’* {

3300 cm! l

2900-3000 cm™L

Absorbance

v T v T v T v T v T v L) M
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wave Number (cm'l)

Figure (IV.1): Spectres FTIR pour différents échantillons de plantes.

Sur la base de lanalyse des données spectrales des échantillons étudiés, il a été observé une
grande similitude entre les différents spectres, avec quelques légeres différences dans les
valeurs d'absorbance correspondant a chaque numéro d'onde. Cette analyse a révélé plusieurs
zones importantes, notamment les suivantes : I'absorption des groupes fonctionnels O-H des
acides gras a 3300 cm-1, les groupements fonctionnels amide (C=0 amide | et N-H amide I1),
les groupements protéiques et peptidiques entre 1375 et 1315 cm-1, ainsi que le domaine des
sucres entre 1200 et 900 cm-1. Le Tableau (1.6) présente en détail les groupes fonctionnels les

plus importants composant les échantillons étudiés.

Tableau (1V.1): Les groupes fonctionnels les plus importants des aides étudiées.

Fréquence (cm™) Groupe fonctionnel Référence

4000-3500 O—H stretching vibration of hydroxyl groups, water vapor, = (Leeetal. 2017)
amine N-H stretching

2900-2850 Methyl (-CH3) and methylene (-CH,) symmetric and (Rohaeti et al.
asymmetric stretching vibration 2015)
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~2340

~1730
~1600

~1400

1375-1315

1250-1030

1000-500

Stretching of N-H bonds in proteins, which is known as the
amide A band, stretching of hydroxyl groups

C=0 carbonyl stretching of esters

C-C stretching in aromatic structures, N-H deformation and
C-N stretching

Stretching of bonds in CHsz in lipids and aromatic
compounds, bending of bonds in CHj in lipids and proteins

O-H bending polysaccharide, Amide 11l

Phosphodiester groups of nucleic acids and phospholipids
and to the C-O absorption of glycogen and other
carbohydrates.

Vibration and bending vibration of alcohols containing

hydroxyl groups and benzene rings.

IV.1.2. Détermination du contenu phénolique et des principes actifs :

IV.1.2.1. Spectrophotométre UV-vis :

(Lee etal. 2017)

(Fan et al. 2013)
(Leeetal. 2017)

(Leeetal. 2017)

(Leeetal. 2017,
Zeghoud et al.
2021)

(Petrakis  and
Polissiou 2017)

(Fan et al. 2013)

Les extraits méthanoliques des différents échantillons végétaux étudiés ont révélé des bandes

d'absorption UV et visible dans la plage de longueurs d'onde de 200 a 700 nm. Ces

absorptions sont attribuées a la présence de différents transporteurs de pigments, qui se

manifestent généralement en présence de composés aromatiques tels que les phénols, les

flavonoides, les antioxydants, ainsi que différents systemes conjugués (Gad et al. 2013),.La

Figure (1V.2) présente le spectre d'absorption des différents échantillons végétaux étudieés.
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Figure (IV.2): Spectres UV et visible des échantillons étudiés.

IVV.1.3. Rende ment d’extraction des composés phénoliques :

Les extractions des différents composés phénoliques les plus abondants dans notre plante
ont été effectuées pour calculer le rendement de chaque extrait, en particulier les extraits bruts
hydro-alcooliques a base d'éthanol et d'eau (70:30 % v/v) (Yiddrmm et al 2001),

conformément & la régle génerale :

R(%) _ _masse derésiduextrait %100 ... (|V.2)

masse initial de végétale

Le rendement, exprimé en pourcentage, a été déterminé par rapport a 10 g de matériel
végétal sec ou frais et broye. Les résultats obtenus sont illustrés dans le Tableau (1.7).
Tableau (1V.2): Les rendements en extraits obtenus a partir L'enchantions étudies :

Extrait de plant
L’échantillon AAl A.A2 A.A3
Rendement % 43 402 533

Les résultats obtenus pour les extraits bruts montrent que le rendement le plus élevé est
celui de lextrait de plante provenant de la région d'El Nekhla (5,33%), suivi de la région de
Guemar (4,3%) et de Tegzaout (4,02%).

IV.1.4. Dosage des composés phénoliques par la méthode colorimétrique :

La présence de pigments végétaux ou encore de polyphénols est a lorigine des couleurs
distinctives des différents extraits. Nous nous concentrons sur la quantification de ces produits

chimiques dans notre etude.
% Evaluation des concentrations équivalentes:

La détermination de la concentration en polyphénols a fait l'objet d'une étude quantitative
utilisant des dosages spectrophotométriques sur des extraits bruts d'échantillons de différentes

natures.

La guantité correspondante de polyphénols a été rapportée en milligrammes par le poids
équivalent en grammes de matiére végétale en solution standard. L'équation obtenue a l'aide

de la courbe de solution linéaire habituelle est :
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y=axtb ... (1V.3)
Ou:
y: représente la valeur d’absorbance.
x: représente la valeur de la concentration du standard en mg. ml™.
En remplacant a chaque fois la valeur d’absorbance dans I'équation précédente, on trouve

la valeur de la concentration équivalente de solution standard C¢q €n mg/g.

IV.1.4.1. Quantification des polyphénols totaux :

Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent acide gallique par gramme de matiére
végétale séchée (mg GAE/g), en utilisant I'équation de régression linéaire de la courbe
d'étalonnage de l'acide gallique (Figure (1V.3)).

1 =
y =8.3944x + 0.0205
0,8 - R2=0.9959

E
v0’6 -
<
[<5]
20,4 -
©
3]
1S
20,2 -
£3)
©

O T T 1

0 0,05 . 0,1 0,15
Cencentration C(mg/ml)

Figure (1V.3): Courbe d'étalonnage de l'acide Gallique (polyphenole ).

Pour la quantification des polyphenole dans notre extrais d'Ephedra Alata on utilise la méme
mode opératoire illustrer dans (I.3.2.4.) mais on remplace ’acide gallique par notre extrait a
différentes concentrations.

Les résultats obtenus ont permis d'estimer les quantités de polyphénols présents dans les
échantillons, et le Tableau (1V.3) compile les quantités totales de polyphénols retrouvées dans
chacun des différents extraits examinés.
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Tableau (1V.3): Taux en polyphénoles totaux des différents extraits :

Sample code TPC (mg GAE/g)
AAl 48,650
AAZ2 42,652
AA3 23,917

D'apres les resultats du Tableau (1'V.3), nous pouvons tirer les conclusions suivantes :

Les échantillons frais présentent des quantités de polyphénols comprises entre 23,917 mg/g et
48,650 mg/g. L'échantillon A.A.1 présente la plus haute teneur en polyphénols avec 48,650
mg/g, suivi de [l'échantillon A.A.2 avec 42,652 mg/g. En revanche, léchantillon A.A.3

présente une teneur en polyphénols plus faible, ne dépassant pas 23,917 mg/g.

Cela indique que les différents échantillons étudiés présentent des niveaux variables de
polyphénols, avec l'échantillon A.A.1 ayant la teneur la plus élevée, I'échantillon A.A.2 avec
une teneur intermediaire, et I'échantillon A.A.3 ayant la teneur la plus faible en polyphénols.
Les polyphénols sont des composés bioactifs présents dans de nombreux aliments et plantes,

connus pour leurs propriétés antioxydantes et leurs effets bénéfiques sur la santé humaine.
IV1.4.2. Quantification de flavonoide total (FVT) :

Comme nous avons 1’indiqué dans le paragraphe (I11.2.5.) pour la détermination de la
teneur en flavonoide total, une droite d’étalonnage (Figure (IV.4) a été tracée pour cette

objectif qui est réalis¢ avec des solutions d’étalons a des concentrations différentes.

y=4,3205x-0,0113
R?2=0,9963

0,5 -

0,1 0,2 0,3

Lacencentration en (mg/ml)

I'absorbance en (nm)
1
o
(6,1} o
o @

Figure (1V.4) :Courbe d'étalonnage de Quercitine (flavonoide).
La quantité de flavonoides est rapportée en milligrammes par gramme d'équivalent extrait en

Quercitine.
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Le tableau (1V.4) rassemble les teneurs en flavonoides totaux dans les différents extraits
étudies.

Les mémes étapes pour les traitements de solution de quercétine standard sont répétées
avec les différents extraits d’Ephedra alata.

Les résultats sont exprimes en milligrammes (mg) d'équivalent quercétine par gramme
d'extrait (mg EC/g).

Tableau (1V.4) : Teneur en flavonoide totaux des différents extraits

Sample code TFC (mg QE/g)
AAl 1,648
AAZ2 0,424
AA3 1,348

Les résultats de [lestimation des composés phénoliques et des flavonoides dans les
échantillons végétaux étudiés, tels que consignés dans le Tableau (1.9), révelent une variation

notable de la quantité de ces composés dans les différents échantillons.

Pour les composés phénoliques, la quantité estimée varie entre 23,917 mg/g et 48,650 mg/g.
L'échantillon présentant la plus haute teneur en composes phénoliques est de 48,650 mg/g,

tandis que I'échantillon avec la plus faible teneur est de 23,917 mg/g.

En ce qui concerne les flavonoides, la quantité estimée varie entre 0,424 mg/g et 1,648 mg/g.
L'échantillon présentant la plus haute teneur en flavonoides est de 1,648 mg/g, tandis que

lechantillon avec la plus faible teneur est de 0,424 mg/g.

En comparant les résultats d'estimation des composés phénoliques et des flavonoides, on peut
conclure que les échantillons végétaux étudiés contiennent une quantité significative de
phénols et de flavonoides. Les phénols et les flavonoides sont des composeés bioactifs présents
dans de nombreux aliments d'origine végétale et sont connus pour leurs propriétés

antioxydantes et leurs effets bénéfiques sur la santé.
IV.1.5. Technique d’analyse chromatographique HPLC :

Le passage décrit le processus d'extraction et d'analyse quantitative des extraits bruts de
différentes variétés de matiere veégetale (probablement des poivrons) pour la détection de

certains composants polyphénoliques standards. Voici une explication d étaillée du processus :
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IV.1.5.1. Chromatogrammes des étalons :

Le tableau (IV.5) représente les temps de rétention des meélanges standard contenant neuf

composés phénoliques utilisés comme étalons a une concentration de 1 pg/ml. Les analyses

sont effectuées a une longueur d'onde de 300 nm. Ces neuf composés standard sont identifiés

comme suit :

Acide Gallique
Acide chlorogénique
Acide vanillique
Acide caféique
Vanilline

Acide coumarique
Rutine

Quercétine

Pour I'identification et la quantification des composés phénoliques présents dans les extraits,

on compare les temps de rétention et les aires des pics obtenus pour les échantillons avec ceux

des etalons. En injectant un mélange de solutions standard dans le systtme HPLC, on obtient

des temps de rétention différents pour chague composé phénolique. Ces temps de rétention

sont enregistrés en se basant sur la courbe standard préalablement établie.

Tableau (1V.5) Composés phénoliques identifiés dans les étalons.

N° Composés phénoliques code Temps de sortie (min) Tr
1 | Acide gallique GA 5.29

2 | L'acide chlorogénique CLA 13.392

3 | acide vanillique VA 15.531

4 | acide caféique CA 16.277

5 | vanilline VAN 21.46

6 | Coumarine P-CA 23.817

7 rutine RUT 28.37

8 Nargin NAR 34.788

9 | Quercitine QR 45.047
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IV.1.5.2. Analyses par HPLC des extraits :

Les figures ((I'V.5, (1V.6 et (1V.7) présentent les chromatogrammes des différents extraits de
Ephedra alata qui ont été analysés. Les résultats des analyses qualitatives et quantitatives sont

résumes dans le tableau (1V.6).

L'analyse de ces résultats permet de constater que certains composés sont présents en plus
grande quantite dans les extraits. Dans lextrait A.A.1, les composés majoritaires sont la
quercétine (1082,247pug/mg), lacide gallique (158,892ug/mg) et lacide chlorogénique

(134,678 g/mQ).

Dans I'extrait A.A.2, les composés predominants sont la quercétine (0,000 pg/mg), la vanilline

(18,53 pg/mg), lI'acide chlorogenique (17,3pg/mg) et l'acide gallique (1059,515 pg/mg).

Quant a lextrait A.A.3, les composés majeurs sont l'acide gallique (304,409 ug/mg) et lacide

caféique (72,940 pg/mg), avec la présence de certains composés non identifiés.

Il est important de souligner que tous les composés ont été identifies lors des analyses en

utilisant des étalons appropriés, ce qui permet de confirmer leur présence dans les extraits.

— AAl

uVv

Mb

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (min)

Figure (IV.5):Chromatogrammes d'extraits d'échantillons A.A.1.
1. Acide Gallique ; 2:acide chlorogenique ;3: acide vanilique ; 5: vanniline; 6 acide

comarique; 7: Rutine ; 9 : Quercetine
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Figure (IV.6): Chromatogrammes d'extraits d'échantillons A.A.2.

1: Acide Gallique ; 2:acide chlorogenique ;3: acide vanilique ;4:acide caféique; 5: vanniline; 6

acide comarique; 7: Rutine ;

AA3
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Figure (IV.7): Chromatogrammes d'extraits d'échantillons A.A.3.

1: Acide Gallique ; 2:acide chlorogenique ;3: acide vanilique ; 5: vanniline; 6 acide

comarique; 7: Rutine ;
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Tableau (1V.6): Composés phénoliques identifiés dans les extraits:

Sample Gallic Acid (pg/g) Chlorogenic Vanilic Acid Caffiec Acid Vanilin

Acid (ug/g) (ng/e) (ng/e) (ng/e)
AA.1l 158,892 134,678 22,115 0,000 8,149
A.A.2 0,000 1059,515 18,532 72,940 8,719
A.A3 304,409 815,084 215,778 0,000 33,365
Sample p-Comaric Acid Rutin Naringin Quercetin Total (mg/g)

(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)

AA.1 24,209 71,873 0,000 1082,247 1,502
A.A.2 180,733 52,224 0,000 0,000 1,393
A.A3 15,400 93,484 0,000 0,000 1,478

IVV.1.6. Evaluation d’activité antioxydant :
IV.1.6.1. Evaluation d’AAO par la méthode spectrophotométrie :

Le potentiel antioxydant peut étre mesuré de différentes maniéres, soit en identifiant les
sous-produits de l'oxydation, soit en évaluant la capacité des modéles de réactions chimiques
a neutraliser les radicaux.

La méthode traditionnelle implique une familiarité préalable avec les produits d'oxydation.
Cette méthode recherche spécifiquement des groupements fonctionnels tels que les aldéhydes,
les cétones et les dicarbonates présents dans les dérivés des constituants d'origine. Elle permet
de détecter les changements chimiques qui se produisent lors de I'oxydation et d'évaluer le
potentiel antioxydant.

Une autre méthode consiste a comparer la quantité de radicaux consommés a la quantité
d'antioxydant utilisée. Cette méthode évalue la capacité de lantioxydant a neutraliser les
radicaux libres présents dans le systeme. Le pourcentage d'inhibition (P1) est souvent utilisé
pour exprimer cette mesure. Il représente la proportion de radicaux neutralises par
l'antioxydant par rapport aux radicaux présents dans le systéme non traité.

Une autre approche courante consiste a utiliser la spectroscopie UV-Visible pour mesurer le
potentiel antioxydant. Cette méthode permet de quantifier la capacité d'absorption de la

solution antioxydante a une longueur d'onde spécifique. L'équivalent en solution étalon,
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obtenu par comparaison avec des solutions d'étalons antioxydants de concentration connue,
est utilisé pour exprimer cette mesure.
Le calcul du pourcentage d'inhibition nécessaire pour déterminer l'activité antioxydante d'un

extrait consiste a appliquer la formule suivante :

IP (%) = (“;”)

X 100 ... (IV.1)

Avec :a = absorbance de la solution oxydée en absence d’agents antioxydant,

b = absorbance de la solution oxydée en présence d’agents antioxydant.

1V.1.6.2. Test d’évaluation d’activité antioxydant totale (PPM) :

Lors de létablissement de la courbe d'étalonnage, l'acide gallique est utilisé comme
référence. Différentes concentrations de solutions d'acide gallique de concentration connue
sont préparées, et leur absorbance est mesurée a une longueur d'onde spécifique a l'aide d'un

spectrophotométre.

Les valeurs d'absorbance obtenues pour chaque concentration connue de l'acide gallique sont
utilisées pour tracer une courbe d'étalonnage. Cette courbe représente la relation entre la

concentration d'acide gallique et l'absorbance mesurée.

Une fois que la courbe d'étalonnage est établie, les échantillons d'extraits végétaux sont
analysés en mesurant leur absorbance a la méme longueur d'onde. En utilisant la courbe
d'étalonnage, la concentration d'acide gallique équivalente dans chaque échantillon peut étre

déterminée.

Les résultats sont exprimés en milligramme d'équivalent acide gallique par gramme de
matiere seche (mgEGa/gMs). Cette unite permet de quantifier la quantité d'antioxydants
présente dans les échantillons d'extraits végétaux en se référant a l'activité antioxydante de

lacide gallique.

Il convient de noter que l'acide gallique est utilisé comme référence dans cette méthode, mais
d'autres composés peuvent également étre utilisés en fonction des besoins de [létude. La
courbe d'étalonnage permet de convertir labsorbance mesurée en une concentration
d'antioxydant équivalente, ce qui permet de quantifier le potentiel antioxydant des

échantillons.
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, qui est établi avec un coefficient de corrélation de R? = 0,958(Figure 1V.8).
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Figure (IV.8): Courbe d'étalonnage de l'acide gallique (PPM).

Le processus d'analyse des échantillons comprend ['utilisation d'une solution témoin (blanc)
ainsi que des étalons pour établir la courbe d'étalonnage. Les échantillons d'extraits végétaux
sont analysées dans les mémes conditions expérimentales que le blanc et les étalons. La densité

optique est mesurée pour chaque échantillon a différentes concentrations.

Enenregistrant les changements de valeurs de densité optique en fonction de la concentration,
une courbe d'étalonnage est tracée. Cette courbe permet de relier la concentration en

équivalent acide gallique (GAE) aux valeurs de densité optique mesurées.

Une fois que la courbe d'étalonnage est établie, la teneur en activité antioxydante totale des
différents extraits végétaux peut étre déterminée. Les résultats sont exprimés en milligrammes

d'équivalent acide gallique (GAE) par gramme d'extrait sec.

Le Tableau (IV.7) regroupe les résultats de l'activité antioxydante des extraits, indiquant la
quantité d'equivalent acide gallique présente dans chaque gramme d'extrait sec. Ces résultats

permettent de comparer la capacité antioxydante des différents extraits végétaux etudiés.
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Tableau (1V.7): Résultat de Test d’évaluation Activité antioxydant totale :

Echantillon Equation : Absorbance La capacité d'activité
(nm) antioxydante totale (mg/g)
AA.1 0.95 145.693
Y=4.650x-0.087
A.A.2 5 0.542 73.37823
R°=0.958
AA3 0.389 46.26019

Sur la base des valeurs de concentrations équivalentes, nous pouvons observer des
variations dans les propriétés antioxydantes entre les extraits frais et les extraits secs. Les

extraits sont classés selon leur activité antioxydante, avec les résultats suivants :

Extrait A.A.1 : Il présente la plus forte activité antioxydante parmi les extraits, avec une
concentration équivalente de 145.693 mg/g. Cela signifie que cet extrait a la capacité la plus

élevée de neutraliser les radicaux libres et de protéger contre les dommages oxydatifs.

Extrait A.A.2 : 1l se classe deuxiéme en termes d'activité antioxydante parmi les extraits frais,
avec une concentration équivalente de 73.37823 mg/g. Bien qu'il soit légérement inférieur a

lextrait A.A.1, il conserve une activité antioxydante significative.

Extrait A.A.3 : Il affiche la plus faible activité antioxydante parmi les extraits frais, avec une
concentration équivalente de 46.26019 mg/g. Cela indique que cet extrait présente une activité

antioxydante relativement plus faible par rapport aux autres extraits.

Ces résultats démontrent clairement que les extraits étudies présentent des variations dans
leurs propriétés antioxydantes. L'extrait A.A.1 se distingue par sa plus forte activité
antioxydante, suivi de prés par lextrait A.A.2, tandis que l'extrait A.A.3 présente une activité

antioxydante relativement plus faible.
IV.1.6.3. Test du 2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPHe) :
évaluer l'activité antioxydante des extraits. Voici les étapes de ce test :

Ajout des extraits : Pour chaque échantillon d'extrait contenant des composés phénoliques,

une certaine quantité est ajoutée a 1 ml de la solution de DPPH.

Une fois les extraits ajoutés, le mélange réactionnel est immédiatement isolé et placé dans

lobscurité a température ambiante pendant 30 minutes. Pendant cette période, les composes
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phénoliques présents dans les extraits réagissent avec le radical DPPH, ce qui entraine une

réduction de sa couleur caractéristique.

Mesure de l'absorption : Aprés les 30 minutes d'incubation, I'absorption du milieu réactionnel
est mesurée a une longueur d'onde de 517 nm a laide d'un spectrophotomeétre. Cette mesure
est effectuée par rapport a un blanc, qui est préparé de la méme maniére mais sans lajout
d'extrait.

Comparaison des résultats : Les valeurs d'absorption obtenues pour les échantillons sont
comparées a celle du blanc. Une diminution de l'absorption indique une activité antioxydante
élevée, car cela signifie que les composés phénoliques présents dans les extraits ont réagi avec

le radical DPPH et l'ont neutralisé.

En utilisant cette méthode, on peut évaluer la capacité des extraits a neutraliser le radical
DPPH et a agir comme des antioxydants. Les résultats obtenus permettent de quantifier

lactivité antioxydante des extraits et de les comparer les uns aux autres.

Nous avons pu déterminer les densités optiques de chaque solution extraite a différentes
dilutions et calculer le paramétre inhibition et ICsp.

1% === %100 ... (IV.2)
0

Avec Ay:absorbance du témoin (ne contenant aucun antioxydant) aprés 30 minutes.
A,: absorbance des extraits mesures apres 30 minutes.
Figures. IV.7. 1l faut rappeler que plus la valeur de ICsq est petite plus I'activité antioxydant

des extraits est grande.

Aprés 30 minutes, la quantité d'inhibition de DPPH provoquée par les extraits a permis la

détermination des valeurs IC50. Les résultats sont listés dans Tableau (1V.8) .

Tableau (1V.8): Résultats du test DPPH (mg/ml) :

Sample code Equation R? ICso (Mg / mL)
A.A.1 y =5.234x + 47.691 0.762 0.441
A.A.2 y =19.097x + 33.26 0.9252 0.876
A.A3 y =25.737x + 9.4251 0.9525 1.576
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Les résultats obtenus montrent que [lextrait phénolique A.A.3 présente une activité
antioxydante significative avec une valeur élevée de 5,10-2 mg/ml. Cela suggere que cet
extrait contient des composés phénoliques puissants capables de neutraliser les radicaux libres
et de protéger contre les dommages oxydatifs.

D'autre part, les extraits A.A.1 et A.A.2 ont des pouvoirs antioxydants similaires, ce qui
indique que les composeés responsables de cette activité sont présents dans ces deux extraits et
peuvent étre extraits efficacement par le méme solvant. Par conséquent, ces extraits peuvent
étre considérés comme ayant des capacités antioxydantes comparables.

Ces observations mettent en évidence I'importance de I'extraction des composés phénoliques a
partir d'Ephedra alata en tant que source potentielle d'antioxydants puissants. Les résultats
soulignent également l'importance de I'évaluation des composés phénoliques dans les extraits
de cette plante, en particulier en ce qui concerne leurs propriétés antioxydantes.

Ces découvertes peuvent servir de base pour des études futures visant a isoler et a caractériser
les composés actifs responsables de ces propriétés antioxydantes. De plus, elles ouvrent la
voie a lexploration des applications potentielles de ces extraits dans les domaines de la santé
et de l'industrie alimentaire, ou les antioxydants sont recherchés pour leurs bienfaits sur la
santé et leur réle dans la préservation des aliments.

IVV.1.6.4. Test de reduction d’ion fer (FRAP) :

Cette courbe est établie en utilisant l'acide gallique comme référence et les résultats sont
exprimés en milligrammes d'équivalent acide gallique par gramme de matiere seche
(mgEGa/gMs). La courbe d'étalonnage est établie avec une valeur de corrélation de R? = 0,99
(Figure (1V.9)).

1 —
y=8.5133x + 0.012
0,8 R2=0.9966
=
c 06
[<b)
5]
c 04
<
o]
1.
20,2
o]
<

o

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

la concentration en (mg/ml)

Figure (IV.9): Courbe d'étalonnage d'acide sulfurique.
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Dans cette étude, nous avons utilisé la méthode de préparation des extraits de Ephedra alata
similaire a celle utilisée pour la solution standard d'acide sulfurique. Cette méthode nous a
permis d'établir une courbe d'estimation des activités antioxydantes des extraits.

Les résultats obtenus sont exprimés en milligrammes d'équivalent d'acide sulfurique par
kilogramme de matiére végétale séchée (mg/g). Cette unité de mesure nous permet de
quantifier la capacité antioxydante des extraits de Ephedra alata.

En utilisant cette méthode, nous avons pu évaluer et comparer les activités antioxydantes des
différents extraits de Ephedra alata, ce qui nous a permis de déterminer leur potentiel
antioxydant relatif. Ces mesures sont essentielles pour évaluer la capacité des extraits a
neutraliser les radicaux libres et a protéger les cellules contre les dommages oxydatifs.

Ces données sont trés importantes pour évaluer l'efficacité des extraits de Ephedra alata dans
le domaine des applications médicinales et des produits alimentaires. Elles nous fournissent
des informations précieuses sur le potentiel antioxydant de ces extraits, ce qui peut influencer
leur utilisation dans le développement de nouveaux produits thérapeutiques ou dans l'industrie
alimentaire pour leur propriétés bénéfiques pour la santé.

Il convient de noter que l'évaluation de l'activité antioxydante est une étape importante dans la
recherche scientifique, car elle nous permet de mieux comprendre les propriétés des extraits
de plantes et leur potentiel pour la santé humaine. Ces résultats peuvent également contribuer

a la sélection des extraits les plus prometteurs pour des études ultérieures et des applications

pratigues.
Tableau (1V.9): Résultats du test FRAP (mg/g).
Echantillon Equation : La capacité de réduire (mg/g)
AA.l 10.63
Y=8.51x+0.012
A.A.2 13. 82
R’=0.99
A.A3 5.26

Les résultats de I'étude montrent que les capacités antioxydantes des échantillons de Ephedra
alata varient selon l'ordre suivant dans les échantillons frais : A.A.2 > AAl > AA3, avec
des valeurs respectives de 13. 82 mg/g, 10.63 mg/g et 5.26 mg/g. Cela indique que lextrait
A.A2 présente une activité antioxydante significativement plus élevée que les autres
échantillons, quel que soit leur état.

Il est également important de noter que la capacité de réduction du fer differe entre les

différents échantillons de Ephedra alata, et elle est beaucoup plus élevée dans l'extrait A.A.2.
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La capacité de réduction du fer est souvent liée aux activités antioxydantes, et de nombreuses
études ont établi une corrélation entre les deux. Ainsi, les résultats suggerent que lextrait
A.A.2 possede une activité antioxydante significative, probablement enraison de sa capacité a
réduire les constituants impliqués dans l'activité antioxydante.

Ces observations confirment I'importance de l'extrait A.A.2 en tant que source d'antioxydants
puissants. La capacité de reduction du fer est un indicateur couramment utilisé pour évaluer
l'activité antioxydante, et les résultats obtenus soutiennent l'idée que cet extrait contient des
composés actifs capables de neutraliser les radicaux libres et de prévenir les dommages
oxydatifs.

Ces résultats fournissent des informations précieuses sur les propriétés antioxydantes des
extraits de Ephedra alata et peuvent étre utilisés dans le développement de produits
thérapeutiques ou dans l'industrie alimentaire pour exploiter les bienfaits de ces extraits sur la
santé. lIs soulignent également l'importance de continuer a étudier et a caractériser les
composés actifs présents dans lextrait A.A.2 afin de mieux comprendre leurs mécanismes
d'action et leur potentiel d'application.

L'étude entreprise visait a évaluer la richesse vegétale de la province d'El Oued en se
concentrant sur les plantes utilisées en médecine populaire. Dans ce chapitre, nous avons
entrepris plusieurs analyses afin d'identifier les composés chimiques présents, d'estimer
quantitativement les phénols et les flavonoides, de déterminer la présence de certains acides
phénoliques et flavonoides, ainsi que d'évaluer la quantité de substances actives et la capacité

antioxydante.

Pour mener a bien ces analyses, nous avons utilisé différentes techniques spectroscopiques
telles que la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), la spectroscopie UV-

visible (UV-vis) ainsi que la chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur I'ensemble des échantillons de plantes
étudiés se sont révélés significatifs, revelant la présence de composés actifs, en particulier des

composés essentiels, dans quasiment tous les échantillons étudiés.

IV.2.1. Phytoréduction des ions de zinc et mécanisme réactionnelle
Une étude sur la synthése verte des nanoparticules d’oxydes de zinc en utilisant l'extrait

des feuilles de Ephedra allata , comme des agents phyto-réducteurs des ions du zinc .
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Au cours de l'observation visuelle du processus de synthese, on constate immédiatement un
changement de couleur de la solution de d'acétate de zinc (Zn (CH3COO) ;) avec lextrait
végétal du vert au gris clair .

On considérons que le changement de couleur comme une indication claire du début du
bioréduction des ions zinc et de la formation conséquente de nanoparticules d'oxyde de zinc
(Sirelkhatim et al. 2015).

- Meécanisme

Le mécanisme de formation des nanoparticules est tiré de la littérature, tandis que I’extrait de
la plante est trés riche en de substances phytochimiques telles que les phénols, alcaloides,
flavonoides, tanins condensés, flavanols, etc. Ces phytochimique dans d'extrait des plantes
jouent un rbéle important dans la synthese wverte ou considérer comme des agents
(bioréducteurs ou phytoréducteurs).

Des études antérieures pour les analyses phytochimiques préliminaire ont montrél'extrait des
feuilles de plante est trés riche en des métabolites secondaires (polyphénols, saponines,
flavonoides et tanins condenseés, ...) dans l'extrait des plantes est responsable de la réduction
des ions du metals en NPs d’oxyde de fer.

La Figure (11.7) montre une possibilité de mécanisme pour la formation des nanoparticules

d'oxydes de zinc (ZnO) a partir des phytoréduction des ions du zinc (1) .

B —

Evaportion dans I'étuve

\ Lavage a l'eau distillée
Séchage a 100 C°
Récuite a 450 C pendant 3
heures
Nanoparticules de ZNO

Figure (IV.10): Résumé graphique illustrant le mécanisme de synthétiser des NPs d’oxyde de

fer a partir de l'extrait des plantes.
- Synthése verte a partir d'extraits des plantes

La synthése verte des nanoparticules représente une avancée par rapport aux autres
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méthodes car elle est simple, rentable et relativement reproductible, et donne souvent des
matériaux plus stables. Les micro-organismes peuvent également étre utilisés pour produire
des nanoparticules, mais le taux de synthése est lent et seul un nombre limité de tailles et de
formes se prétent a la méthode par rapport aux voies impliquant des matériaux a base de
plantes. Dans la méthode de synthese verte, il n'y a aucune exigence de haute pression,
d'énergie, de température ou de produits chimiques toxiques. Par conséquent, de nos jours, de
nombreux chercheurs se détournent de [l'utilisation de méthodes synthétiques. Les plantes
produisent des nanoparticules plus stables par rapport a d'autres moyens et il est tres simple de
les développer.
Le risque de contamination est également plus faible.
Les pratiques actuelles de green synthése verte impliquent souvent ['utilisation de
sources naturelles comme d'extrait des feuilles de plant, de solvants non-dangereux (Ex : d'eau
et éthanol), de matériaux biodégradables et biocompatibles et de procédés éconergétiques
dans la préparation de nanoparticules (Shah et al. 2015).
Pour la synthése de nanoparticules d'oxyde métallique a laide d'agents biologiques, nous
navons pas encore imaginé, mais il est suggéré que différentes biomolécules sont
responsables de la synthése des nanoparticules. Mais dans la biosynthése intracellulaire et
extracellulaire des nanoparticules, ainsi que l'effet des agents bio-réducteurs sur la taille et la
forme des nanoparticules (Shah et al. 2015).
La présence de composés phénoliques comme les tanins, les flavonoides et les acides
phénoliques dans lextrait de plante pourraient étre responsable de la réduction des ions
métalliques et de la création des nanoparticules métalliques d'oxyde respectives (Shah et al.
2015).
Le prochain défi pour les chercheurs est de trouver des nouveaux protocoles de bioréduction
des ions métalliqgues pour la synthese verte des nanoparticules d'oxydes métalliques en
utilisant d'extraits de plantes en particulier des parties de plantes non utilisées telles que les
feuilles et les écorces de fruits, tout en garantissant des mécanismes faciles, faible codt et
respectueux de l'environnement.

- Mecanisme de synthese verte des nanoparticules par les extraits des plantes
En général, le mécanisme de bio-réduction des ions métalliques en utilisant des extraits de
plantes peut étre divisé en trois phases principales : la phase d'activation, la phase de
croissance et la phase de terminaison.
a) Phase d'activation : Durant cette phase, la bio-réduction des ions métalliques se produit

grace a l'action des métabolites végétaux, qui sont des biomolécules possédant des capacités
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de réduction. Les ions métalliques sont ainsi réduits a partir de leurs précurseurs de sel,
passant de leurs etats d'oxydation mono ou divalents a des états de valence nulle. De plus, la
nucléation des atomes métalliques réduits a lieu (Ying et al. 2022).
b) Phase de croissance : Pendant cette phase, les nanoparticules de petite taille se combinent
naturellement pour former des nanoparticules plus grandes (un processus connu sous le nom
de mdrissement d'Ostwald). Ce processus s'accompagne d'une augmentation de la stabilité des
propriétés thermodynamiques des nanoparticules.
c) Phase de terminaison : Au cours de cette phase, les nanoparticules atteignent finalement
leur taille maximale et leur morphologie constante, qui est couverte par les métabolites
végétaux secondaires. Cela contribue a la stabilité et a la fonctionnalité des nanoparticules
(Makarov et al. 2014).

- Effet des métabolites secondaires dans la réaction de bioréduction
Le mécanisme de réaction de la réduction concerne principalement les biomolécules végétales
(métabolites secondaires) telles que les composés organiques. Ces métabolites secondaires
sont bien connus comme étant des sources clés pour contrdler les diverses maladies aigués.
Ainsi, cette réaction de réduction proposée a prouvé que les métabolites secondaires sont des
facteurs essentiels & la biosynthése des nanoparticules métalliques (Marslin et al. 2018).
Biosynthése des nanoparticules d'oxydes métalliques. Les extraits de plantes contiennent
plusieurs groupes fonctionnels, dont C — H, C = C (alcényle), C = N (amide), O = H
(phénoligue et alcool), N-H (amine) et COO- (groupe carboxylique). Ils sont principalement
symbolisés comme métabolites secondaires des plantes et peuvent étre des micro- ou
macrobiomolécules ou les deux (Marslin et al. 2018). Ces substances et composés chimiques
participent pleinement a la production de nanoparticules. Les composés phénoliques sont les
plus utilisés en synthése verte. Ce dernier est caractérisé par la présence d'un noyau
benzénique ayant un ou plusieurs hydroxy substituts.
IV.2.2.Caractérisation des nanoparticules d’oxyde de Zinc
IV.2.2.1.Caractérisations optiques
IV.2.2.1.1. Spectrométre d’absorption UV-visible
La Figure (11.8) montre le spectre UV-Vis d'une solution de nanoparticules d'oxyde de zinc
synthétique fabriquée avec un extrait d'éphédra allata. Comme on le voit sur cette image,
labsorption maximale de la bande se produit a une longueur d'onde d'environ 351 nm, ce qui

estdda la création d'oxyde de zinc(Amor et al. 2023).
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Figure (IV.11) :Spectre d'absorption UV-vis du composite ZnO NPs.
IV.2.2.1.2. Spectroscopie Infrarouge & Transformée de Fourier
Un spectrophotometre infrarouge a transformée de Fourier a été utilisé pour détecter d'abord
la présence de groupements chimiques fonctionnels dans I'extrait de feuille puis pour étudier
la formation de liaisons Zn-O suite a la récurrence a 450°C. Pour ce faire, un instrument de
réflectivité totale atténuée (ATR) Thermo Scientific-Nicolet iS5 mesurant 4000-400 cm* a été
utilise.

Transmittance (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'ondes (cm™)

Figure (IV.12) : Spectres infrarouge des nanoparticules de ZnO NPs.

La Figure (1V.12) représente une forte absorption de ZnO NPs entre 400 & 500 cm'™.
Le pic spécifique correspond a la vibration d'étirement Zn-O. Les pics larges et étendus dans
la partie supérieure a 3441 et 2917 cm-1 sont causés par la vibration d'étirement des groupes

80




Résultats et discussion

hydroxyle (OH). Les groupes C=0 amide | et amide Il sont responsables des pics autour de
1641 cm. La bande de vibration de flexion -C-H se produit & 1377 cm. La bande de
vibration d'étirement C-O se produit 4 1119 et 1010 cm®. La bande de vibration de flexion O-
H se produit & 624 et 616 cm'*, et la bande visible & 720 cm-1 signifie l'existence du groupe
R-CH. Les vibrations d'étirement des liaisons Zn-O, responsables des pics & 417 et 422 cm?,
prouvent que le produit a été formé.

IV.2.2.2. Caractérisations structurales et morphologiques

Les techniques suivantes ont été utilisées pour la caractérisation des nanoparticules

d'oxyde de fer : UV-Vis, FT-IR, DRX, MEB et EDX.

IV.2.2.2.1. Diffraction des rayons X (DRX)

La structure cristalline des nanoparticules a été étudiée a l'aide d'un diffractometre a rayons X
(XRD, Mini Flex 600 Rigaku) avec une émission de rayons X de cuivre K (A = 1,5406 A)
dans une plage de 2 de 20 a 70°, tandis que la production de rayons X a été effectuée a 30
kilovolts et 20 milliampéres. Les analyses structurales ont été réalisées sur la base des
données JCPDS (Joint Committee Powder Diffraction Standard).

La Figure (IV.13) présente le diagramme XRD des nanoparticules de ZnO synthétisées a
laide de l'extrait de feuilles de Ephedra allata avec une concentration massique différente
d'acétate de Zinc. Comme on le voit, les pics de diffraction sont présentés dans I'ensemble des
spectres des échantillons. Différents plans cristallins tels que (100), (002), (101), (102), (110),
(103), (200), (112) et (201) correspondent bien a la structure hex-agonale de la wurtzite ZnO
(N° de carte JCPDS :01-079-0205. De plus, aucun pic n'a été observé d'autres impuretés dans

les spectres XRD, a taille moyenne des cristallites a été trouvée dans la plage de 30.9 nm.

La taille moyenne des cristallites a été estimée selon I'équation de Scherrer(Ben Amor et al.
2022):

0.91
Dxpp = (IV.2)

Bcosd
ou D est la taille des cristallites,
A est une longueur d'onde d'incidence des rayons X,
B est la demi- largeur totale (FWHM) en radians,

K est un facteur de forme, ayant une valeur de 0,9 dans le cas récent,
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Figure (IV.13): Diagrammes de diffraction des rayons X & partir de ZnO NPs.

1V.2.2.2.2. Microscopie électronique a balayage

L'agglomération et la morphologie de la poudre synthétisée ont été déterminées a l'aide d'un
microscope €électronique a balayage (MEB) et d'un microscope électronique a balayage Leo

Supra 55 de Zeiss Inc.

Figure (1V.14) présente les images MEB des nanoparticules de ZnO synthétisées et montre
clairement que les NP de ZnO sont caractérisées par la forme aléatoire et agglomérée. Les
parametres de réaction, y compris le mélange d'acétate de zinc, la source, la quantité de
plantes, la température et le pH, affectent la forme et la taille des NP de ZnO (Amor et al.
2023).

Figure (1V.14): Une image MEB de ZnO NPs.
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IV.2.3. Test d’évaluation d’activité antioxydant totale (PPM) :

La courbe d'etalonnage est établie en utilisant l'acide gallique comme reférence, et les
résultats sont exprimés en mg d'équivalent acide gallique par gramme de matiere seche
(mgEGa/gMs), qui est établi avec un coefficient de corrélation de R? = 0,958 Figure (1V.15):
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= R?=0.9584
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Figure (IV.15): Courbe d'étalonnage de lacide gallique(PPM).

Les échantillons a analyse par porte la solution témoin(blanc) et les étalons sont analysés dans
les méme condition ( Tableau (I1V.10)) , on enregistre le changement de valeurs de densité
optique en fonction de concentration, puis on trace la courbe pour on détermine la teneur
lactivité antioxydant totale dans différents extraits, la capacité antioxydant des extraits a été
exprimée en termes de mg d'équivalent acide gallique  (GAE) / g d'extrait sec ,les résultats

sont regrouper dans le tableau suivant:

Tableau (1V.10): Résultat de Test d’évaluation Activité antioxydant totale

La capacité d'activité antioxydante totale
(mg/g) de ZnO NPs

R=0.958 0.043

Equation : Y=4.650x-0.087

Sur la base de valeurs de concentration équivalentes, il a été noté que les propriétés

antioxydantes




Résultats et discussion

IV.2.4.Test du 2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPHe ) :

Lorsqu'il s'agit de nano-oxyde de zinc, la quantité de chaque extrait est ajoutée a 1 ml d'une
solution de DPPHe (250uM) préparée dans le méthane. Le mélange reactionnel a été
immediatement isolé et il a été maintenu dans l'obscurité a température ambiante pendant 30
minutes pour permettre & la réaction de se terminer. L'absorption du milieu réactionnel a été
mesurée a 517 nm par rapport au blanc. Les mémes conditions opératoires sont utilisées pour

préparer les échantillons et le ttmoin.

Nous avons pu déterminer les densités optiques de chaque solution extraite a différentes

dilutions et calculer le parametre inhibition et 1Csp.

AO 1
0———— X 1UU ..... .
1% - %100 (1v.3)

0

Avec Ag: Apres 30 minutes, absorbance du témoin (sans aucun antioxydant).
A,: absorbance des extraits mesurés apres 30 minutes.
Figures. 1V.14. 11 faut rappeler que plus la valeur de ICsg est petite plus I'activité antioxydant

des extraits est grande.

Apres 30 minutes, la quantité d'inhibition de DPPH provoquée par l'extrait a permis la
détermination des valeurs IC50. Les résultats sont répertoriés dans le Tableau (1V.11).
Tableau (1V.11):Résultats du test DPPH (mg/ml).

Extrais Ao Equation R? ICso
ZnO NPs 1.16 128,89x+3,441 0,9834 0.02

A la lumiére des résultats, on remarque que ZnO nanoparticule  possede une activité

antioxydante trés importante (2.102mg/ml)
IV.2.5.Activités antibacté riennes

La méthode Mueller-Hinton de diffusion par disque sur une milieu solide a été utilisée pour
étudier l'activité antibactérienne potentielle des ZnO NPs. Cette méthode a permis aux
chercheurs de comparer les effets des ZnO NPs a diverses concentrations dispersees dans du
DMSO sur divers substrats. Cette activité a été mise en évidence par l'apparition d'une zone
d'inhibition autour du disque de papier apres 24 heures d'incubation a la température

recommandée de 37°C.
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Le diametre de la zone inhibitrice varie en fonction des bactéries et de la concentration. Les

résultats sont résumés dans la figure suivante :

[ staphylococcus aureus
[ Pseudomonas aeruginosa
]I Escherichia coli

Clioncentratizon (mg/ml)5
Figure (1V.16): Effet des propriétés antibactériennes du ZnO NPs sur des souches
bactériennes a différentes concentrations (en termes de diamétre de la zone d'inhibition en
mm)
Tableau (1V.12): La zone d'inhibition des ZnO NPs de extrait de Ephedra alata sur les
bactérie.
Zone of inhibition® (mm)

Gram-negative Gram-positive
Sample Conc.
o ) Pseudomonas Staphulococcus
Escherichia coli _

aeruginosa aureus

Imgml 9mm 9mm 10mm

Zn0O 2mg/ml 11mm 10mm 13mm

NPs Smg/ml 12mm 12mm 15mm

D'apres la Figure (1V.16), les souches se sont révélées extrémement sensibles aux ZnO NPs a
toutes les doses, avec des zones inhibitrices modifiées a différentes concentrations (Tableau
(1V.12)). De plus, cette bactérie s'est avérée résistante aux antibiotiques testés.

En raison des différences dans la composition de la paroi cellulaire bactérienne, les
différences des trois espéces bactériennes dans le diametre de la zone inhibitrice sont
expliquées.

La taille des nanoparticules peut également avoir eu un impact ; leur petite taille les aidait a

adhérer aux parotides bactériennes, ce qui provoquait a son tour la destruction de la cellula.
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Les NP qui peuvent pénétrer les membranes cellulaires détruiraient I'enzyme bactérienne
essentielle.

Selon une étude menée par Morones et al., seules les nanoparticules d'un diamétre compris
entre 1 et 10 mm peuvent interagir avec les bactéries Gram-négatives, notamment E. coli, V.
cholera, P. aeruginosa et S. typhus, tout en inhibant la croissance cellulaire.

De plus, les différences d'activité bactérienne des ZnO NPs vis-a-vis de diverses bactéries
peuvent résulter de différences de physiologie, de métabolisme et de degré de contact . Nos
résultats sont en accord avec ceux d'autres auteurs, A. Mocanu et al., qui ont rapporté qu'il
existe un effet synergique sur les bactéries Gramme positives (B. subtilis) par rapport aux
bactéries Gramme négatives (E. coli), qui ne sont pas sensibles a cet effet
synergique(Sirelkhatim et al. 2015).

D.Rania et ses collegues ont étudie les effets des émulsions de ZnO sur Pseudomonas
aeruginosa, qui présentait la sensibilitt la plus élevée de tous les micro-organismes
testés.(Abdelraheem and Mohamed 2021)

Cependant, selon une autre étude menée par E. H. Ibrahim et al., les nanoparticules de ZnO
ont un potentiel antimicrobien important contre E. coli, Pseudomonas aeruginosa (Gramme
Negative), Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (Gramme Positive)(Rogowska et al.
2021).

Dans lensemble, ces résultats sont plutdt encourageants et encourageants. Les souches
Bacillus subtiliset, Staphylococcus et Pseudomonas qui s'étaient précédemment montrées
résistantes a pratiquement tous les antibiotiques testés deviennent maintenant sensibles et
significativement au ZnO.

Les mécanismes par lesquels les ZnO NPs affectent les bactéries en général ne sont pas
encore entierement compris. Il existe actuellement peu de données disponibles sur leurs
pénétrations des membranes cellulaires. Par conséquent, il est essentiel d'approfondir notre
compréhension des mécanismes impliqués dans la mort bactérienne afin d'ameliorer leurs
effets.

Pour cette raison, peu de recherches ont éte effectuées sur la maniere dont les particules
physiques interagissent avec les populations bactériennes, ce qui rend difficile le suivi de leur
pénétration dans les populations bactériennes. Cependant, plusieurs hypothéses peuvent étre
avancées. Le premier serait un passage a travers des pores qui ne sont pas spécifiques a la
membrane, mais les plus grands ont un diametre de 2 nm. Cette explication semble
improbable. La deuxiéme hypothese, la plus probable, est que les particules sont capables

d'exercer une pression mécanique sur la membrane en raison d'une différence de
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concentration en osmolyte d'un cété et de lautre de la membrane. Cependant, une mesure de
fosmolalité des suspensions de nanoparticules a été faite et montre qu'elle est assez faible. La
troisieme hypothese est qu'une particule en contact avec la membrane pourrait produire de
[ERO et ainsi endommager la membrane. Etant donné que les nanoparticules n'exercent
aucune pression hyperosmotique, elles ne peuvent pas pénétrer avec force a travers les
membranes de cette maniére. La formation de trous dans la membrane permettrait la
pénétration de nanoparticules dans le périplasme ou le cytoplasme. Les auteurs suggérent que
la charge de la particule est cruciale pour lui permettre de s'approcher de la membrane
bactérienne et de libérer de 'ERO a proximité, car les nanoparticules chargées pénetrent
positivement dans la membrane bactérienne. De ce fait, la pénétration des nanoparticules peut
étre conditionnée par la charge des particules, en plus ou a la place de leur taille. De plus, cela
soutient la troisieme hypothese du mécanisme de penétration(Ben Amor et al. 2022).
IV.2.6. Conclusion

Dans cet chapitre, I'extrait des feuille Ephedra alata est l'une des sources végétales les
plus importantes utilisées dans la production de nanoparticules naturelles d'oxyde de zinc. Le
changement de couleur du mélange réactionnel du vert au clair indique la création de
nanoparticules d'oxyde de zinc par la réduction des ions zinc (I1). Sur la base de la dispersion
des bandes d'absorbance du polyphénol, il apparait que cette substance contribue de maniere
significative a la réduction des ions zinc et donc a la stabilité des nanoparticules d'oxyde de
zinc (NPs).

l'utilisation de l'extrait des feuilles de plante ,constitue une méthode verte et réalisable
car elle est rapide, peu co(teuse, écologique et simple. De plus, le contrdle de la taille et de la
morphologie des nanoparticules d'oxyde de zinc pourrait étre réalisé en controlant la

concentration de d'acétate de zinc.







Dans le but d'évaluer la richesse locale en plantes médicinales de la région d’el Oued,
nous avons entrepris une étude visant a déterminer les propriétés de I'Ephedra alata, une
plante qui pousse dans cette région. Nous avons examiné certaines caractéristiques de cette
plante dans différentes régions, en estimant la quantité de phénols et de flavonoides, ainsi
qu'en étudiant son activité antioxydante. 11 est apparu que chaque échantillon présentait des
caractéristiques individuelles . distinctes Pour quantifier les substances actives, nous avons
réalisé une analyse phytochimique. Les résultats ont révélé que tous les extraits contenaient
diverses quantités et types de substances actives, comme en témoigne la concentration totale
de phénols, de flavonoides et les mesures du rayonnement infrarouge. Les quantités de
phénols et de flavonoides pour I'échantillon A.A.1 étaient de 48.650 et 1.648 respectivement,
tandis que pour I'echantillon A.A.2, ces quantités étaient de 42.652 et 0,424. Quant a
léchantillon A.A.3, les résultats étaient de 23 pour les phénols et de 23.917 pour les
flavonoides.

Ces résultats démontrent la présence significative de substances actives dans cette
plante, ce qui justifie des études approfondies a l'avenir De plus, nous avons évalue lactivité
antioxydante des échantillons, mesurant respectivement et 46,26 pour les échantillons A.A.1,
AA2 et A A3. En ce qui 73,378 ,145,693 concerne l'activité antioxydante mesurée par la
méthode DPPH, les résultats étaient de .et 1,57 respectivement 0,87 ,0,44 En comparant ces
résultats, nous constatons une certaine convergence, mais également des .différences
attribuables aux différentes zones géographiques de culture de chaque échantillon En se
basant sur ces résultats prometteurs, nous avons également étudié les applications industrielles
de cette plante, notamment la synthese de nanoparticules de zinc. Ces nanoparticules,
obtenues a partir de [I'Ephedra alata, se sont révélées efficaces en termes .d'activité
antioxydante et antibactérienne En conclusion, ces resultats précieux doivent servir de point
de départ pour approfondir les recherches dans ce domaine. Nous espérons que ces travaux se

poursuivront, ouvrant ainsi de .nouvelles perspectives d'étude et d'exploration.
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