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Résumé:

Le but de cette étude est la biosynthése des nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs)
par une méthode verte utilisant l'extrait de pelures de grenade (Punica granatum), et
I'évaluation de l'activité anti-biofilm bactérienne et anti-inflammatoire des nanoparticules de
Zn0O enrobées avec la quercétine et I'amoxicilline. Les étapes de notre travail ont inclus
l'extraction des composés actifs a partir de la matiere végétale, la réalisation de tests
phytochimiques sur l'estimation de la teneur en polyphénols totaux, flavonoides et tanins
condensés, la biosynthése et lI'enrobage des nanoparticules, suivis de leur caractérisation a
l'aide de techniques analytiques (UV-Vis, FTIR, DRX). Nous avons ¢valué¢ l'activité
antioxydante (FRAP) des ZnO NPs, ainsi que l'activité anti-biofilm des nanoparticules contre
quatre souches bactériennes (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et
Pseudomonas aeruginosa), et l'activité anti-inflammatoire basée sur la méthode d'inhibition
de la dénaturation des protéines (BSA). Les dimensions nanométriques de toutes les
nanoparticules ont été confirmées par diffraction des rayons X (DRX), qui a confirmé une
structure hexagonale pour les trois nanoparticules synthétisées (ZnO NPs, ZnO@Quer et
ZnO@Amoxicilline) dont la taille des particules de ZnO est de 28,16 = 0,17 nm
respectivement. Les ZnO NPs ont montré une efficacité antibactérienne notable. L'activité
anti-biofilm la plus marquée a été observée a une concentration de 125 ug/mL, en particulier
contre Staphylococcus aureus, avec un taux d'inhibition supérieur a 73,94 %. Notamment, les
nanoparticules de ZnO enrobées de quercétine ont démontré une activité anti-biofilm
renforcée, dépassant également les 73,94 % d'inhibition pour l'ensemble des souches
bactériennes testées. L'étude de l'activité anti-inflammatoire a montré un grand pourcentage
d'inhibition ; une forte activité anti-inflammatoire, avec un pourcentage d'inhibition de 67,6 %
pour les ZnO NPs, 96,7 % pour ZnO NPs enrobé de quercétine et 96,0 % pour ZnO NPs
enrobé de amoxicilline a la concentration la plus élevée.

Nos résultats suggerent une synergie prometteuse entre les nanoparticules et les agents
antimicrobiens conventionnels, en particulier celles enrobées de quercétine, présentent une
efficacité élevée, ce qui en fait une option thérapeutique prometteuse, pouvant ouvrir la voie a
des recherches approfondies en vue de leur valorisation potentielle dans les domaines
pharmaceutique et agroalimentaire.

Mots-clés : La synthése verte, nanoparticules d’oxyde de zinc, biofilms bactériens, Zno

@Amoxixilline, Zno@ Quercétine



Abstract:

The aim of this study is the biosynthesis of zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) using a
green method based on pomegranate peel extract (Punica granatum), and the evaluation of
the anti-biofilm and anti-inflammatory activities of ZnO nanoparticles coated with quercetin
and amoxicillin. The steps of our work included the extraction of active compounds from
plant material, phytochemical tests to estimate the content of total polyphenols, flavonoids,
and condensed tannins, the biosynthesis and coating of the nanoparticles, followed by their
characterization using analytical techniques (UV-Vis, FTIR, XRD). We evaluated the
antioxidant activity (FRAP) of ZnO NPs, as well as the anti-biofilm activity of the
nanoparticles against four bacterial strains (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, and Pseudomonas aeruginosa), and the anti-inflammatory activity based on the
protein denaturation inhibition method (BSA4). The nanometric dimensions of all nanoparticles
were confirmed by X-ray diffraction (XRD), which confirmed a hexagonal structure for the
three synthesized nanoparticles (ZnO NPs, ZnO@Quercetin, and ZnO@Amoxicillin), with a
particle size of 28.16 + 0.17 nm respectively. ZnO NPs showed notable antibacterial
effectiveness. The most significant anti-biofilm activity was observed at a concentration of
125 pg/mL, particularly against Staphylococcus aureus, with an inhibition rate greater than
73.94%. Notably, ZnO nanoparticles coated with quercetin showed enhanced anti-biofilm
activity, also exceeding 73.94% inhibition across all tested bacterial strains. The study of anti-
inflammatory activity revealed a high inhibition rate; with a strong anti-inflammatory effect
shown by 67.6% inhibition for ZnO NPs, 96.7% for ZnO NPs coated with quercetin, and
96.0% for ZnO NPs coated with amoxicillin at the highest concentration.

Our results suggest a promising synergy between nanoparticles and conventional
antimicrobial agents. In particular, those coated with quercetin demonstrated high efficacy,
making them a promising therapeutic option and paving the way for further research into their
potential applications in the pharmaceutical and agri-food sectors.

Keywords: green synthesis, zinc oxide nanoparticles, bacterial biofilms, ZnO@Amoxicillin,

ZnO@Quercetin.
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Les nanoparticules peuvent étre synthétisées selon deux grandes stratégies : les
approches top-down et bottom-up Dans les approches top-down, les matériaux en vrac sont
progressivement réduits jusqu’a atteindre 1’échelle nanométrique, tandis que dans les
approches bottom-up, les atomes ou molécules sont assemblés pour former des structures
nanométriques. La méthode bottom-up est généralement utilisée dans les procédés de
synthése chimique et biologique des nanoparticules. Les nanomatériaux trouvent de
nombreuses applications dans les domaines industriels, biomédicaux et électroniques. Ainsi,
la synthése de nanoparticules aux formes et tailles variées suscite un intérét croissant dans la

recherche (Kumar et al., 2016).

Plusieurs méthodes physiques et chimiques présentent 1’inconvénient d’étre coliteuses,
d’exiger des produits chimiques dangereux, un équipement complexe, une consommation
énergétique ¢€levée, ainsi que des conditions extrémes de température et de pression
.(Manjamadha et Muthukumar., 2016) Cela a conduit a une demande croissante pour des
méthodes de synthése simples, économiques et respectueuses de 1’environnement. La
synthése biologique des nanoparticules s’inscrit dans cette optique en tant qu’approche de
chimie verte, ne nécessitant pas I’emploi d’agents réducteurs ou stabilisants toxiques ; elle est
de ce fait largement acceptée (Khan et al., 2015) Des nanoparticules métalliques ont été
obtenues via diverses approches biologiques utilisant des micro-organismes (Kushwaha et
al., 2015) (Syed et al., 2013) , des enzymes (Gholami-Shabania et al., 2015) ainsi que des
extraits de plantes (Patra et al., 2016). Ces différents agents biologiques sont donc considérés

comme de véritables nano-usines vertes.

Parmi ces méthodes, la synthese assistée par les plantes se distingue par sa simplicité, sa

fiabilité, son faible cofit et son caracteére non toxique. (Jayakumar et al., 2016)

Diverses parties des plantes comme les feuilles, les racines, les callus, les tiges, les
graines, les écorces, les fruits et les peaux ont ét¢ employées pour la synthése de
nanoparticules métalliques. Les biomolécules présentes dans les extraits végétaux, telles que
les phénols, les protéines, les acides aminés, les flavonoides, les enzymes et les terpénoides,
peuvent jouer simultanément le rdle d’agents réducteurs et stabilisants dans la formation des

nanoparticules (Maria et al., 2015).

Les nanoparticules (NPs), notamment celles a base de métaux comme I'argent, 1'or ou
I'oxyde de zinc, possedent des propriétés antimicrobiennes efficaces via la génération de ROS,
la perturbation membranaire et l'inhibition métabolique (Dizaj et al., 2014). Elles sont
¢galement utilisées comme vecteurs pour une libération contrélée d’antibiotiques, réduisant
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les effets secondaires (Patra et al., 2018), et comme outils de diagnostic rapide via des

biosenseurs (Zhao et al., 2013).

Les biofilms, quant a eux, forment des structures microbiennes protégées par une
matrice extracellulaire, conférant une résistance accrue aux antibiotiques (Costerton et al.,
1999). Les NPs peuvent pénétrer cette matrice (Peulen & Wilkinson., 2011), la dégrader
avec des enzymes (Fleming & Rumbaugh., 2017), et induire un stress oxydatif 1étal pour les

bactéries (Hajipour et al., 2012).

La résistance aux antibiotiques, identifiée comme une menace sanitaire mondiale
(O'Neill., 2016), repose sur plusieurs mécanismes : enzymes inactivatrices, modification de
cibles, efflux actif et barriére membranaire. Les biofilms exacerbent cette résistance via leur
structure physique (Stewart & Costerton., 2001), la diversité métabolique des cellules

(Lewis., 2007) et le transfert de genes de résistance (Madsen et al., 2012).

Face a cela, les stratégies a base de NPs se développent : NPs multifonctionnelles
combinant antibiotiques et agents antibiofilms (Beikzadeh et al., 2021), ou NPs sensibles aux

conditions locales du biofilm permettant une libération ciblée (Chen et al., 2018).

L’objectif de cette étude est d’explorer le potentiel des nanoparticules dans le domaine

médical, en particulier leur role dans la lutte contre les infections bactériennes. Elle vise a :

1. Biosynthése de nanoparticules
2. Evaluer leurs activités antibiofilmes et anti inflammatoire, en mettant en évidence
leurs mécanismes d'action contre divers types de bactéries.
3. Ktudier leur implication dans la lutte contre la résistance aux antibiotiques, un
probléme de santé publique majeur.
4. Examiner ’usage des nanoparticules :
o comme vecteurs d’antibiotiques, pour améliorer leur efficacité et ciblage,
o et comme agents antibactériens a part entiére, grace a leurs propriétés

intrinseéques.
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I — Definition de la nanoparticule :
Une nanoparticule, ou particule ultra-fine, constitue I’unité de base essentielle dans la

fabrication d’une nanostructure. Elle est définie comme un nano-objet dont les dimensions

sont réduites a 1’échelle nanométrique, avec une taille estimée entre 1 et 100 nm (Figure .1).

Autrement dit, une nanoparticule peut étre constituée de 10 a 10¢ atomes ou molécules,
indépendamment de sa forme. Ces particules présentent des propriétés physico-chimiques
particuliéres, en grande partie en raison du nombre significatif d’atomes présents a leur
surface par rapport a ceux situés dans leur noyau. Dans ce contexte, la surface joue un role

déterminant dans la compréhension des propriétés des nanoparticules.
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Figure.1 : Gamme de tailles des nanoparticules comparée aux principales structures
chimiques et biologiques (Boumezoued., 2020)

IT — Méthodes de synthese des nanoparticules

Les nanoparticules ont longtemps ¢ét¢ synthétisées a I’aide de méthodes physiques et
chimiques. Toutefois, ces derni¢res années, des avancées notables ont été réalisées grace a
I’introduction de micro-organismes et d’autres systémes biologiques dans les procédés de

synthese et de production de nanoparticules métalliques.
I1.1. Méthodes physiques

Un grand nombre de techniques physiques sont utilisées pour la synthése des
nanoparticules, parmi lesquelles on trouve 1’ablation laser, le broyage a billes, la pyrolyse, les

techniques lithographiques, le dépot physique en phase vapeur, la pulvérisation, le dépot par
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arc ¢lectrique, I’implantation ionique, le laser a impulsions, le dépdt chimique en phase

vapeur, ainsi que les méthodes sonochimique et radiolytique.

I1.1.1. Méthode du broyeur a billes

Le broyage a billes constitue une technique efficace pour réduire les matériaux en
structures nanocristallines, et il est couramment utilis¢é dans la fabrication d’oxydes
nanométalliques (Yamamoto et Mazumder., 1996). A titre d’exemple, Bello et al. ont
employé cette méthode pour synthétiser des nanoparticules a partir de coquilles de noix de
coco. Ces dernicres ont été finement broyées a différents intervalles de temps a I’aide d’un
broyeur planétaire muni de billes en céramique. Les auteurs ont observé que la taille globale
des nanoparticules dépendait du temps de broyage, et que la taille cristalline diminuait avec
I’augmentation du temps de broyage, conformément a I’équation de Scherrer. Les résultats de
diffraction des rayons X ont confirmé cette diminution de taille au fil du temps (Bello,

Agunsoye et Hassan., 2015).

Par ailleurs, Salah et al. (Salah et al., 2011) ont utilisé la technique du broyeur a billes a
haute énergie (HEBM) pour produire des nanoparticules de ZnO a partir de poudre
microcristalline. Quatre échantillons ont été soumis a un broyage durant 2, 10, 20 et 50 heures
respectivement. Les observations par microscopie ¢lectronique a balayage (SEM) et
transmission (TEM) ont révélé une réduction progressive de la taille des particules, allant de
600 nm a environ 30 nm, démontrant ainsi 1’efficacité de la méthode HEBM dans la synthése

de nanoparticules de ZnO.

Enfin, Yang et Chen (Yang et Chen., 2017) ont réussi a ¢élaborer des nanoparticules
d’oxyde de cuivre (CuO) via une méthode combinant broyage a billes et assistance par
ultrasons a basse température, en utilisant I’acétate de cuivre (Cu(CHsCOOQ)2) comme maticre

premiere.

11.1.2. Méthode d’ablation laser

La technique d’ablation laser repose sur I’utilisation d’un laser pulsé de haute puissance
afin d’évaporer le matériau cible placé dans une chambre contenant un gaz inerte. L’énergie
du faisceau laser incident doit étre adaptée en fonction des propriétés du matériau. Il s’agit
d’une méthode polyvalente et largement applicable. L’ablation laser en solution constitue une
approche simple permettant la synthése de nanoparticules a partir de divers solvants.
Lorsqu’un métal immergé dans une solution est irradié par un faisceau laser, un plasma se

forme, induisant la condensation et la génération de nanoparticules (Amendola et
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Meneghetti., 2009). Cette méthode permet d’obtenir des nanoparticules stables sans nécessité

d’ajouter des agents stabilisants ou des produits chimiques.

Divers types de nanoparticules ont été synthétisés avec succes grace a cette technique.
(Kim, Osone, Kim, Higashi et Seto., 2017) ont résumé le mécanisme de formation des
nanoparticules par ablation laser, et discuté des avancées récentes concernant le contrdle de
leur taille ainsi que les défis liés a la synthése fonctionnelle via cette technologie avancée. De
méme, Marina et Maria (Martinez-Carmona et Vallet-Regi., 2020) ont présenté une vue
d’ensemble sur la synthése de nanomatériaux a base de silicium par ablation laser, en mettant

en évidence leur activité antibactérienne.

L’ablation laser s’avere ¢galement efficace pour la production de nanoparticules
d’argent et d’or a partir de matériaux métalliques massifs en solution. Par exemple, Noor et al.
(Adrolhosseini et al., 2020) ont synthétis¢ des nanoparticules d’or dans le tétrahydrofurane
par ablation laser pulsée. Ils ont observé qu’un temps d’ablation de 30 minutes permettait de
réduire la taille moyenne des nanoparticules d’or de 11 nm a 6 nm, et que la proportion de
particules supérieures a 15 nm passait de 20 % a seulement 0,47 %. Ces résultats sont
attribués a ’effet de la convection forcée et des ondes de choc générées par les impulsions

laser, fragmentant ainsi les particules.

I1.1.3. Méthode de décomposition thermique :

La décomposition thermique est un procédé endothermique impliquant la dégradation
chimique d’un composé sous ’effet de la chaleur. Cette derniére permet de rompre les
liaisons chimiques au sein des composés, entrainant ainsi leur transformation (Mir., 2008). La
température de décomposition correspond a la valeur spécifique a laquelle un composé
chimique se décompose. La formation de nanoparticules résulte de la décomposition de sels

métalliques a des températures bien définies.

I1.1.4. Méthode lithographique:

Les méthodes lithographiques sont employées depuis plusieurs décennies dans la
fabrication de circuits imprimés et de dispositifs électroniques. La lithographie nanoimprimée
constitue une variante particuliere, distincte de la lithographie classique, et s’apparente a une
méthode de synthese basée sur 1’utilisation de modéles. Dans cette approche, un gabarit est
d’abord élaboré, suivi par I’estampage d’un matériau polymeére souple pour former des motifs
spécifiques. La lithographie par nanospheres, par exemple, utilise des sphéres de latex pour

créer une structure matricielle ordonnée.
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Il existe plusieurs techniques lithographiques, telles que la photolithographie, la
lithographie par faisceaux d’électrons, la lithographie douce, la lithographie par ions focalisés,
la lithographie par nano-empreinte et la lithographie par pince plongeante (Ijaz et al., 2020).
Dans une étude. (Prasek et al.,, 2011) ont présenté une vue d’ensemble sur la synthése
controlée de nanotubes de carbone (NTC) alignés verticalement a I’aide de techniques
lithographiques pour le dépdt de catalyseurs. Par ailleurs, Zhang et al. (Zhang et al., 2006)
ont résumé les récentes avancées dans la fabrication de nanoparticules de tailles variées en
utilisant la lithographie nanosphérique (NSL), une méthode de nanofabrication économique, a
haut rendement, permettant la création de structures nanométriques diversifiées, telles que des

réseaux bidimensionnels ordonnés de nanoparticules.

I1.1.5. Méthode d’évaporation physique

La méthode d’évaporation physique repose sur 1’évaporation de matériaux métalliques
ou autres sous 1’effet de la chaleur dans une atmospheére de gaz inerte ou réactif, au sein d’une
chambre d’évaporation. Cette évaporation s’effectue a I’aide de techniques conventionnelles a
partir d’un creuset adapté. Les atomes évaporés sont ensuite transportés vers une chambre de
dépot via un conduit spécifique. Lors de leur interaction avec les molécules du gaz, les atomes
se condensent sous forme d’amas ou de nanoparticules sur un doigt froid installé dans le
systéme sous vide. Ce cycle d’évaporation-condensation peut étre répété afin de collecter une
quantité¢ suffisante de matériau dans un entonnoir équipé d’un dispositif a enclume

(Yamamoto et Mazumder, 1996).

I1.1.6. Méthode de pulvérisation

La pulvérisation est une méthode de dépdt de nanoparticules basée sur 1’¢jection de
particules vers un substrat (Shah et Gavrin, 2006). Le recuit thermique joue un rdle essentiel
dans cette technique pour le dépot de couches minces. Les caractéristiques des nanoparticules,
telles que leur taille et leur morphologie, dépendent de paramétres tels que la température,
I’épaisseur du film, la durée du recuit, le type de substrat, entre autres (Lugscheider et al.,

1998)

Cette méthode est particulierement adaptée a la réalisation de films multicouches pour
des applications telles que les miroirs ou les couches magnétiques utilisées en spintronique.
Trois types principaux de pulvérisation sont décrits : la pulvérisation a courant continu (DC),

la pulvérisation par radiofréquence (RF) et la pulvérisation par magnétron (MS).
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11.1.7. Méthode de ’ultra-sonication

La méthode de 1’ultra-sonication est largement utilisée pour réduire les ions métalliques
en vue de la synthése de nanomatériaux a 1’état massif (Mizukoshi et al., 1999) (Belloni,
1998). Zhang et al. (Zhang et al.,, 2015) ont appliqué une approche descendante pour
synthétiser des particules sphériques de carbone colloidal de taille comprise entre 20 et 50 nm.
Cette méthode repose sur 1’adsorption chimique a la surface du carbone, permettant ainsi la
transformation du noir de carbone en particules plus petites et sphériques. Les analyses par
micrographie ont révélé que la taille des particules de carbone diminue avec 1’augmentation

du temps de sonication.
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Figure.2 : Approches de synthése de nanoparticules

I1.2. Méthodes chimiques:

Les méthodes chimiques représentent une approche ascendante, ou les nanoparticules
sont synthétisées a travers des processus de nucléation et de croissance a partir de précurseurs
atomiques ou moléculaires, généralement dans la phase liquide ou gazeuse d'une réaction
chimique. Parmi ces méthodes figurent la microémulsion, les procédés hydrothermaux, la

précipitation, la pyrolyse ainsi que la méthode sol-gel.
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Un contrdle rigoureux des parameétres de réaction tels que la température, la nature et la
concentration des réactifs ainsi que des agents stabilisants permet d'ajuster finement la taille,
la distribution granulométrique, la morphologie et la composition des nanoparticules, ce qui
confére une grande diversité aux systémes obtenus. La synthése chimique offre 1'avantage de
produire des nanostructures avec peu de défauts, une homogénéité¢ chimique élevée et des
compositions complexes. En outre, cette approche est évolutive, économique et adaptée a la

production de masse.

I1.2.1. Dépot chimique en phase vapeur (CVD)

Le dépot chimique en phase vapeur (Chemical Vapor Deposition, CVD) est un procédé
permettant de produire des matériaux solides de haute pureté et de grande performance
(Okumura, Tsubota, & Haruta., 2003). Ce procédé¢ est couramment utilisé dans 1’industrie
des semi-conducteurs pour la formation de films minces. Typiquement, les précurseurs
volatils sont introduits dans une chambre de réaction ou ils se décomposent ou réagissent a la
surface du substrat, générant ainsi le dépot du matériau désiré, tandis que les sous-produits

volatils sont évacués par le flux gazeux.

Le CVD est largement utilisé en microfabrication pour la déposition de matériaux sous
forme amorphe, non cristalline ou épitaxiale. Les variantes les plus répandues incluent le
CVD a basse pression (LPCVD) et le CVD assisté par plasma (PECVD). Le LPCVD permet
la formation de couches d’une excellente uniformité, alors que le PECVD permet un dépot

plus localisé, limité a un c6té de quelques plaquettes (Bhaviripudi et al., 2007).

Cette méthode permet la synthése de nanoparticules homogenes, dures, résistantes et
tres pures. Toutefois, elle présente certains inconvénients, tels que la nécessité d’un
équipement spécialisé et la formation de sous-produits gazeux potentiellement toxiques

(Hirao et al., 2003).

11.2.2. Méthode sol-gel:

La méthode sol-gel est I’'une des techniques les plus répandues pour la synthése des
composés inorganiques, notamment des oxydes nanostructurés. Elle repose sur ’hydrolyse de
précurseurs métalliques, souvent des alcooxydes en solution alcoolique ou des sels

métalliques dissous dans une solution aqueuse (Brinker & Scherer., 1990).

De nombreuses études ont été publiées sur la synthése de nanoparticules via cette

méthode. Par exemple, Kayani et al. (Kayani, Umer, & Riaz., 2015) ont obtenu des
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nanoparticules d’oxyde de cuivre en utilisant une solution aqueuse de nitrate de cuivre
(Cu(NO:s)2) et d’acide acétique comme précurseur. L’ajout d’hydroxyde de sodium (NaOH) a
conduit a la précipitation immédiate de CuO. Les analyses XRD ont révélé des pics
caractéristiques de nanoparticules de CuO contenant a la fois des phases de cuprite et de
ténorite. Les images MEB ont montré des nanoparticules sphériques de ténorite, tandis que la

cuprite apparaissait sous forme de dépot compact.

I1.2.3. Procédés hydrothermal et solvothermal

Les procédés hydrothermal et solvothermal constituent des méthodes importantes de
synthése basées sur la croissance de matériaux dans des autoclaves a température et pression

¢levées (Feng & Li., 2017).

La méthode hydrothermale est largement utilisée pour la fabrication de divers
nanomatériaux inorganiques. Liang et al. (Liang et al., 2010) ont obtenu un nanocomposite

GO-TiO: par cette technique, démontrant une excellente performance photocatalytique.

Yang et al. (Liang et al., 2010) ont appliqué la méthode solvothermale pour synthétiser
des nanocomposites graphéne-Ag, montrant une conductivité électrique remarquable.
L’hydrazine, utilisée comme agent réducteur, a permis un bon contrdle de la taille et de la

morphologie des nanoparticules d’argent.

Malgré ses avantages - rendement élevé, morphologie uniforme, bonne dispersion - la
méthode hydrothermale présente certains inconvénients : durée de réaction longue,
impossibilité d'observer le processus in situ, limitation aux oxydes, et nécessité¢ de réacteurs

sous pression posant des risques de sécurité.
I1.3. Méthodes biologiques

La biosynthese des nanométaux constitue une approche relevant de la « chimie verte ».
La nature a doté les organismes vivants de mécanismes efficaces permettant d’¢élaborer des
structures complexes. La synthése verte a suscité un intérét croissant, car elle représente une
méthode écologique et économiquement viable pour produire des nanoparticules, tout en
minimisant, voire ¢liminant, ’'usage de précurseurs toxiques. Cette technique émergente vise
a réduire la toxicité généralement associée aux méthodes chimiques et physiques
conventionnelles. Elle repose sur une réaction d’oxydo-réduction, au cours de laquelle les

ions métalliques sont réduits en nanoparticules.

11



CHAPITRE 1 NANOPARTICULE

La synthese biologique s’effectue a 1’aide d’extraits de plantes ou de micro-organismes

tels que les bactéries et les champignons. Voir figure.2.

I1.3.1. Synthése des nanoparticules par les micro-organismes

Les micro-organismes sont considérés comme de véritables « nano-usines », capables
de produire des nanoparticules de maniere écologique, économique et sans recourir a des
produits chimiques toxiques ni a une consommation énergétique ¢élevée. Ils possédent des
enzymes réductases leur permettant d’accumuler et de détoxifier les métaux lourds. Ces
enzymes jouent un rdle clé dans la réduction des sels métalliques en nanoparticules. Ces
derniéres années, divers micro-organismes tels que les levures, champignons et bactéries ont
été utilisés. Des protéines, cofacteurs réducteurs, genes de résistance aux métaux, enzymes et

substances organiques agissent comme agents réducteurs dans ces procédés.

Les protocoles de biosyntheése des nanoparticules s’appuient sur les 12 principes de la
chimie verte (Kirchhoff., 2002). L usage d’agents réducteurs et de tensioactifs écologiques
pour la préparation des nanoparticules constitue une avancée récente (Kharissova et al.,
2013). Des entités biologiques unicellulaires telles que les bactéries, champignons, virus et
algues permettent d’obtenir des nanoparticules ultrapures a partir de précurseurs ioniques

métalliques (Thakkar et al., 2010).

I1.3.1.1. Synthése des nanoparticules par les bactéries

La premiere démonstration de la capacité bactérienne a synthétiser des nanoparticules
d'argent (Ag-NPs) a été réalisée avec la souche Pseudomonas stutzeri AG259, isolée d’une

mine d’argent (Prabhu & Poulose., 2012).

De nombreuses especes bactériennes sont capables de réduire les métaux lourds, ce qui
en fait des candidates potentielles pour la synthése de nanoparticules. Cette réduction résulte
de D’interaction entre les nanoparticules en formation et certains groupes fonctionnels présents
a la surface de la paroi cellulaire, conférant a ces micro-organismes le statut de bio-usines
efficaces (Rafique et al., 2017). Les espéces bactériennes utilisées incluent Escherichia coli,
Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Actinobacter sp, Lactobacillus spp, Corynebacterium
sp, Pseudomonas sp, Bacillus methylotrophicus, Streptomyces sp, Bhargavaea indica (souche

DC1), et Rhodococcus sp, entre autres.

Le principal inconvénient de I'utilisation des bactéries comme « nano-usines » est la
lenteur du processus de synthése et la diversité limitée des formes et tailles obtenues, en
comparaison avec les méthodes conventionnelles.
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Figure.3 : La synthése des nanoparticules vertes

I1.3.1.2. Synthése des nanoparticules par les champignons

Récemment, la mycogenése des nanoparticules a suscité un intérét croissant parmi les
chercheurs, bien que le mécanisme exact impliqué dans cette synthése reste encore mal
¢lucidé. Les champignons, appartenant au régne des eucaryotes multicellulaires, sont des
organismes hétérotrophes jouant un rdle clé dans le cycle des nutriments des écosystémes. Ils
se reproduisent a la fois par voie sexuée et asexuée, et forment ¢galement des associations

symbiotiques avec des plantes et des bactéries (Duhan et al., 2017).

La biosynthese des nanoparticules métalliques ou d’oxydes métalliques par les
champignons représente une méthode efficace, permettant I’obtention de structures aux
morphologies bien définies. Comparés aux bactéries, les champignons produisent des
quantités plus importantes de nanoparticules. Ils sont capables de sécréter divers types
d’enzymes et de protéines qui non seulement réduisent les ions métalliques en nanoparticules,

mais en assurent aussi leur stabilisation (Khandel & Kumar., 2018).

Le mécanisme de synthése suit généralement deux étapes : tout d’abord, 1’adsorption
des ions métalliques (comme Ag*) a la surface des cellules fongiques, puis leur réduction par

les enzymes produites par le systeme fongique.

De nombreux travaux ont été rapportés sur la synthése de nanoparticules a partir de
champignons tels que Aspergillus terreus, Aspergillus oryzae, Alternaria alternata, Agaricus
bisporus, Acremonium diospyri, Amylomyces rouxii, Colletotrichum sp., Chlamydomucor

rouxii, Candida utilis, Cryptococcus humicola, Chrysosporium, Epicoccum nigrum, Fusarium
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semitectum, Gloeophyllum abietinum, Ganoderma sp., Neurospora intermedia, Phomosis sp.,
Pleurotus sajor-caju, Penicillium janthinellum, Phoma glomerata, P. nodositatum,
Phytophthora, Pestalotia sp., Pycnoporus sanguineus, Shigella dysenteriae, Trichothecium,

Verticillium sp., etc. (Khan et al., 2018).

I1.3.1.3. Synthese des nanoparticules par les algues

Les algues sont des organismes appartenant au régne végétal, vivant majoritairement en
milieu aquatique ou dans des environnements humides. Elles possédent de la chlorophylle et
leur taille varie considérablement, allant de moins d’un micrométre (Prochlorococcus) a
plusieurs dizaines de metres (Macrocystis). Elles ne possédent ni feuilles, ni racines, ni tissus
vasculaires, ni fleurs, ni graines. Elles peuvent étre unicellulaires ou pluricellulaires, libres ou

fixées, et on en recense plus de 30 000 especes (Boussafeur & Hadjéris., 2012).

Pour optimiser la production de nanomatériaux a base d’argent, Rajeshkumar et al.
(Rajeshkumar et al., 2014) ont utilisé un extrait de Sargassum longifolium et étudié les
effets du temps d’incubation et du pH sur la synthése. Mandal et al. (Mandal, Sekh, Sen
Sarkar, Chattopadhyay & De., 2016) ont synthétis¢ des nanoparticules de sulfure de
cadmium (CdS) a l’aide d’algues bleues couramment utilisées comme compléments
alimentaires. Les CdS NPs obtenues présentaient une photoluminescence marquée et un fort
potentiel en tant que photocatalyseurs pour la dégradation du colorant vert malachite,

répondant ainsi aux exigences du traitement des eaux usées.

I1.3.2. Synthése des nanoparticules par les plantes

La synthése verte de nanoparticules a 1’aide d’extraits végétaux a été initiée avec
I’utilisation de la luzerne (alfalfa) entre 2002 et 2003. Cette approche se distingue par son

efficacité, sa rapidité, sa non-pathogénicité, ainsi que par un potentiel élevé de bio-réduction.

Le mécanisme principal repose sur la réduction des ions métalliques assistée par les
extraits végétaux, principalement en raison de la richesse en composés phytochimiques. Parmi
ceux-ci, on retrouve les terpénoides, flavones, cétones, aldéhydes, amides et acides
carboxyliques. Les flavonoides, les acides organiques et les quinones hydrosolubles sont

responsables de la réduction immédiate des ions métalliques (Prabhu & Poulose., 2012).

Diverses especes végétales peuvent €tre utilisées pour la réduction et la stabilisation des
nanoparticules. Les chercheurs ont exploité différentes parties de la plante — feuilles, tiges,

racines ou fruits — pour la synthese biologique de nanoparticules métalliques ou d’oxydes
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métalliques. Les plantes contiennent une variété de biomolécules telles que des protéines,

coenzymes et glucides, qui contribuent a la réduction des sels métalliques en nanoparticules.

De nombreux travaux ont mis en évidence I’utilisation de différentes especes végétales
dans la biosynthése des nanoparticules métalliques. Gardea-Torresdey et al. (Gardea-
Torresdey et al., 2003) ont rapporté la premicre utilisation de germes de luzerne pour la
syntheése d’AgNPs, constituant ainsi la premiére description de production de nanoparticules
d’argent par un systéme végétal vivant. Les racines de luzerne absorbent les ions Ag* du
milieu agar, les transportent dans les pousses sans altération de leur état d’oxydation, ou ils

s’assemblent pour former des nanoparticules.

En somme, la biosynthése des nanoparticules a partir de plantes, en particulier
médicinales, est considérée comme slire, peu colteuse, facile a mettre en ceuvre, et
économiquement viable par rapport a d’autres organismes biologiques tels que les microbes.
La phytonanotechnologie offre ainsi des avantages considérables, notamment en termes
d’évolutivité, de biocompatibilité et d’utilisation de I’eau comme solvant universel pour la

réduction.
III. Caractérisations des nanoparticules:

Les nanoparticules sont caractérisées par différentes techniques pour évaluer leur taille,
forme, morphologie, composition et structure. Les méthodes couramment utilisées incluent la
spectroscopie UV-visible pour 1’absorbance (UV-Vis), la diffusion dynamique de la lumiere
(DLS) pour la taille (Rayleigh), I’analyse élémentaire via EDX/EDS, la diffraction des rayons
X (XRD) pour la taille cristalline (équation de Scherrer (Scherrer., 1918), et la spectroscopie
FTIR, XPS et Raman pour I’identification des groupes fonctionnels (Menon, Rajeshkumar
& V. K. S., 2017) , (Shah, Fawcett, Sharma & Tripathy., 2015). Les techniques de
microscopie comme le MEB, MET, HR-MET et MFA permettent d’observer les détails
morphologiques et dimensionnels (Quester et al., 2013) , (Hulkoti & Taranath., 2014) .

ITI.1. Spectroscopie UV/visible

La spectroscopie UV-Visible est une méthode quantitative, non destructive, permettant
de mesurer I’absorbance et la transmission de la lumiere a travers un échantillon dans les
gammes UV (200-400 nm) et visible (400—800 nm). Elle fournit des informations sur les
propriétés optiques telles que I’absorption (A), la transmission (T) et la réflexion (R).

L’intensité de la lumiére est mesurée avant et aprés passage a travers 1’échantillon, ce qui
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permet de tracer le spectre d’extinction en fonction de la longueur d’onde. Ce spectre est
corrigé a I’aide d’un blanc (tampon) afin d’éliminer les interférences de fond. L’absorbance

est généralement interprétée selon la loi de Beer-Lambert :

A=¢.cl

ou A est I’absorbance, € le coefficient d’extinction molaire, ¢ la concentration de

I’échantillon et 1 la longueur du trajet optique.

Les nanoparticules métalliques présentent des propriétés optiques uniques en raison du
phénomeéne de résonance plasmonique de surface (SPR), qui est fortement dépendant de leur
taille, forme et nature (2-100 nm) (Poinern., 2014). Par exemple, les AgNPs présentent un
pic d’absorbance entre 400 et 450 nm (Verma, Kharwar & Gange., 2010), (Aboelfetoh, El-
shenody & Ghobara., 2017) , les AuNPs entre 500 et 550 nm, et les ZnONPs entre 350 et
390 nm (Poinern, 2014), (Shukla & Iravani., 2017) .

Diverses études ont démontré 1’application de cette technique dans la caractérisation de

NPs :

Gur et al. (Shukla & Iravani., 2017) ont observé un pic autour de 360 nm pour les
ZnONPs synthétisées a partir de Thymbra spicata L. Dans une autre étude (Erdogan et al.,
2019) , des ZnONPs obtenues a partir de feuilles d’artichaut (Cynara scolymus) ont montré

une absorbance croissante entre 320-335 nm.

Sathiyaraj et al. (Sathiyaraj et al., 2021) ont synthétis¢ des AuNPs a partir d’un extrait
de pancha gavya, détectant un pic SPR a 527 nm.

Rolim et al. (Rolim et al., 2018) ont confirmé la formation d’AgNPs biogéniques a
partir d’extraits de thé vert (Camellia sinensis) par un pic SPR a 410 nm, avec revétement

PEG pour stabilité.

Mariadoss et al. (Mariadoss et al., 2022) ont observé un pic a 278 nm pour des SeNPs

synthétisées a partir d’ Artemisia annua et encapsulées dans de I’amidon (StAaSeNPs).

Amer et Awwad (Amer & Awwad., 2018) ont rapporté¢ un pic a 579 nm pour des
CuNPs obtenues par réduction verte avec un extrait de Citrus limon, indiquant une

bioréduction presque complete.

Enfin, Ruiz-Baltazar et al. (Ruiz-Baltazar & Reyes-Liipez., 2019) ont rapporté la

syntheése de FesO4 NPs a 1’aide de 1’extrait de Cynara cardunculus, dont le spectre UV-vis a
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montré une faible intensit¢ a 230 nm, et identifi¢ deux bandes principales liées aux

flavonoides responsables de la réductio
I11.2. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FT-IR)

La spectroscopie FT-IR est largement utilisée pour [I’identification des groupes
fonctionnels présents dans les échantillons, a partir des positions caractéristiques des pics
dans le spectre infrarouge, généralement compris entre 4000 et 400 cm™'. Cette technique
permet également d’obtenir des informations précieuses sur 1’encapsulation, la réduction et la

stabilisation des nanoparticules. (Figure.2.a)

Par exemple, Ahmed et al. (Ahmed et al., 2019) ont analysé des nanoparticules de
cuivre (CuNPs) synthétisées a partir de la solution de chlorure de cuivre (CuCl) et de I’extrait
de feuilles de Camellia sinensis. Le spectre FT-IR a révél¢ plusieurs pics caractéristiques : une
bande large a 3306 cm™! attribuée a 1’élongation des groupes hydroxyles (OH) présents dans
les polyphénols, un pic a 1621 cm™ correspondant aux vibrations d’étirement des phénols
aromatiques, et un autre a 1041 cm™ di aux vibrations des liaisons C-O des alcools et
groupes carboxyliques. Ces signaux confirment la présence de biomolécules responsables de

la réduction et de la stabilisation des CuNPs.

Ont étudi¢ les nanoparticules de cuivre obtenues par ’extrait de graines de Persea
americana afin d’identifier les groupes fonctionnels intervenant dans leur stabilisation. Les
pics identifiés dans le spectre FTIR de I’extrait de graines se trouvent a 3250 cm™ (élongation
O—H des acides carboxyliques), 2920 cm™ (élongation symétrique H-C—H des alcanes), 1618
cm! (¢longation C—C—C des alcenes), et 1310 cm™'. Un spectre similaire pour les CuNPs
synthétisées montre des bandes a 3356,14 cm™, 1604,77 cm™, 144275 cm™ et 1282,66 cm™,
correspondant respectivement aux vibrations d’élongation O-H, C-C-C, H-C-H et C-O

(esters). (Rajeshkumar & Rinitha., 2018)

Dans une autre étude, Muhammad et al. (Muhammad et al., 2019) ont analysé par FT-
IR des nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnONPs) biosynthétisées a 1’aide d’un extrait aqueux
de Papaver somniferum L. (Figure.2.b). Le spectre présente une large bande a 3380 cm™
correspondant a 1’élongation O—H des amides, un pic a 2370 cm™ associ¢ a l’eau de
cristallisation, ainsi que des pics a 1652 cm™ (élongation C=C des alcénes), 1520 cm™, 1387
cm!, 1012 cm™ (C-N et vibrations de flexion C—H), 885 cm™ et un faible pic a 664 cm™

indiquant la présence de chlorure d’alkyle et la phase hexagonale de ZnO.
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Enfin, Aini et al. (Nurul Aini et al., 2019) ont rapport¢ 1’analyse FT-IR de
nanoparticules d’argent (AgNPs) synthétisées a partir d’extraits d’ Ageratum conyzoides et de
Mikania micrantha. Dans les deux cas, les spectres des AgNPs présentent des bandes a 2960
cm! (groupes C=C aromatiques), 2330 cm™" (groupes nitriles —C=N), 1612 cm™ (étirement
C=0), et 1180 cm™ (groupes C—O-C ou C-OH), indiquant la présence de groupes
fonctionnels impliqués dans la réduction et la stabilisation, fortement dépendants des agents

réducteurs et des conditions de synthése.
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Figure.4 : Principe de la spectroscopie FT-IR b) Spectre FT-IR des ZnONP
biosynthétique utilisant un extrait de plante P. somniferum

I11.3. Diffraction des Rayons X (XRD)

La diffraction des rayons X (XRD) est I'une des techniques les plus utilisées pour la
caractérisation structurale des nanoparticules. Elle fournit des informations sur la structure
cristalline, la nature des phases présentes, les parameétres de maille et la taille cristalline
moyenne. Cette derni¢re peut étre estimée a I’aide de 1’équation de Scherrer, en analysant
’¢élargissement du pic le plus intense dans le diffractogramme d’un échantillon donné. Un des
avantages majeurs de la XRD, souvent appliquée a des échantillons sous forme de poudre
obtenus aprés séchage des suspensions colloidales, réside dans sa capacité a fournir des

données statistiques moyennes a I’échelle volumique.

La composition des nanoparticules peut étre déterminée en comparant les positions et
les intensités des pics observés avec les modeles de référence issus de la base de données de
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I’International Centre for Diffraction Data (ICDD, anciennement JCPDS). Toutefois, cette
technique est peu adaptée aux matériaux amorphes et présente une résolution limitée pour les
particules de taille inférieure a 3 nm. L’analyse consiste a exposer un échantillon cristallin ou
en poudre a un faisceau de rayons X de longueur d’onde fixe, I’intensité des rayons diffusés

¢tant ensuite mesurée a 1’aide d’un goniométre (Aziz et al., 2015).
Les données obtenues sont exploitées selon I’équation de Bragg :
nk = 2d sin 0 (2)

Ou n est un entier, A la longueur d’onde, d la distance interplanaire et 6 1’angle

d’incidence du faisceau.

Pour les nanoparticules métalliques, la présence de pics larges est fréquente. Ces

¢largissements permettent d’estimer la taille cristalline via I’équation de Debye-Scherrer :

d =K/ (B cos 0) (3)

Ou k est le facteur de forme, A la longueur d’onde, f la largeur & mi-hauteur (FWHM),
et 0 I’angle de Bragg. (Figure.4)

Dans I’¢tude de Lima et al. (Vanin dos Santos Lima et al., 2022) , un extrait aqueux de
Ilex paraguariensis a €té utilisé pour la biosynthése d’AgNPs a température ambiante. Les
pics caractéristiques a 38°, 44°, et 64,4°, correspondant aux plans (111), (200) et (220), ont
confirmé la structure cubique a faces centrées (fcc) des AgNPs, avec des tailles variant entre

34 et 144 nm.

Sebeia et al. (Sebeia, Jabli & Ghith, 2019) ont analysé la nature cristalline des
nanoparticules d’oxyde de cuivre obtenues a partir d’un extrait de feuilles de Nerium
oleander. Les pics enregistrés a 20 = 21,80 ; 29,20 ; 35,40 ; 38,60 ; 53,30 ; 56,10 et 66,0 ont
révélé notamment les plans (002) et (111), caractéristiques de la formation de nanoparticules

CuO. La taille cristalline moyenne a été estimée a environ 21 nm.

Autre études pour 1'0Oxyde de Zinc NPs

Analyse des nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO NPs) par diffraction des rayons X
(XRD).

La diffraction des rayons X (XRD) est une technique clé permettant de confirmer la
structure cristalline des ZnO NPs. Les pics caractéristiques observés dans le diffractogramme

XRD sont généralement en accord avec la structure wurtzite hexagonale du ZnO.
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Dans une ¢étude menée par Sirelkhatim et al. (2015), les nanoparticules de ZnO
synthétisées ont montré des pics de diffraction intenses a des angles 20 correspondants aux
plans cristallins (100), (002), (101), (102), (110), (103), et (112), typiques d’une phase
hexagonale pure, conformément a la fiche JCPDS n° 36-1451. Cette correspondance confirme

I’absence d’impuretés et la bonne cristallinité¢ des nanoparticules.

La taille moyenne des cristallites peut étre estimée a partir de la largeur a mi-hauteur

des pics (FWHM) en utilisant la formule de Scherrer :
D = \frac{K \lambda} {\beta \cos \theta}

Ou:

Est la taille moyenne du cristal,

Est une constante de forme (en général 0,9),

Est la longueur d’onde du rayonnement X (en général Cu Ko = 1,5406 A),
Est la largeur a mi-hauteur du pic (en radians),

Est I’angle de Bragg. (Sirelkhatim et al., 2015)

I11.4. Spectroscopie a dispersion d’énergie (EDS/EDX)

La spectroscopie des rayons X a dispersion d’énergie (EDS ou EDX) est une technique
analytique utilisée pour la caractérisation chimique des nanoparticules. Elle repose sur le
principe fondamental selon lequel chaque ¢€lément du tableau périodique posséde une
structure électronique unique, produisant ainsi une réponse spectroscopique caractéristique
lorsqu’il est excité par un rayonnement électromagnétique. Cette technique s’appuie sur
’interaction entre les rayons X et la matiére pour identifier les éléments présents dans un

échantillon.

Les mesures EDS/EDX, souvent associées a d’autres techniques, permettent de mieux
comprendre les transformations structurales : depuis les précurseurs métalliques, en passant
par la réduction atomique, la nucléation, 1’agrégation des nanoparticules (NP), jusqu’a la
formation de mésostructures. Par exemple, Rautela et al. (Rautela, Rani & Debnath., 2019)
ont rapporté une étude sur des nanoparticules d’argent synthétisées a partir d’un extrait de
graines de Tectona grandis, ou la cartographie €lémentaire EDX a révélé une teneur de 94 %

en argent et 6 % en oxydes.

Prerna et al. (Prerna et al., 2020) ont synthétisé avec succes des nanoparticules de ZnO

dopées au nickel par la méthode sol-gel. Une analyse EDS a été réalisée pour déterminer la
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composition ¢lémentaire de I’échantillon. Le spectre a révélé des pics caractéristiques du zinc,
du nickel et de I’oxygéne, avec des pourcentages pondéraux respectifs de 70,28 %, 21,45 % et

8,27 %, confirmant la composition attendue.

Dans I’étude menée par Igbal et al. (Igbal et al., 2020), des nanoparticules d’oxyde de
fer (IONPs) ont été analysées par EDX, révélant des pics intenses correspondant au fer et a
I’oxygene. L’absence de tout autre signal dans le spectre EDX a confirmé la pureté des IONPs

synthétisées biologiquement.
IV .Techniques de microscopie

IV.1. Microscopie électronique a balayage (MEB)

La nanoscience et la nanotechnologie ont permis le développement de techniques de
microscopie a trés haute résolution, permettant une observation fine des nanomatériaux grace
a un faisceau d’¢lectrons a haute énergie. La microscopie électronique a balayage (MEB) est
principalement utilisée pour étudier la morphologie et la topographie des nanoparticules

métalliques.

Dans cette technique, I’image est formée en balayant la surface de I’échantillon avec un
faisceau d’¢électrons accélérés. Les €lectrons rétrodiffusés et secondaires sont collectés par des
détecteurs pour former I’image finale. Le MEB permet une analyse détaillée de la forme, de la
distribution granulométrique, de la rugosité de surface, ainsi que du degré d’agrégation,
jusqu’a I’échelle nanométrique. Néanmoins, cette méthode ne permet pas d’accéder a la
structure interne des particules. Le MEB peut étre utilisé pour caractériser des nanoparticules

d’une taille inférieure a 10 nm (Figure.5).
IV.2. Microscopie électronique a transmission (MET)

La microscopie électronique a transmission (MET) est couramment utilisée pour
déterminer la forme, la taille ainsi que la dispersion des nanoparticules métalliques. Les
structures inférieures a 1 um échappent aux capacités de résolution de la microscopie optique
en raison des limitations imposées par la diffraction. Les informations obtenues par MET
dépendent de la résolution de I’instrument, elle-méme liée principalement a la longueur

d’onde du faisceau utilisé€ : plus cette dernicre est courte, plus la résolution est élevée.

Le MET est considéré comme 1’'une des techniques les plus répandues pour la

caractérisation des nanoparticules métalliques. L appareil fonctionne de maniere similaire a
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un projecteur de diapositives, a la différence qu’il utilise un faisceau d’électrons (entre 100 et
300 kV) projeté a travers 1’échantillon. L.’image résultante est ensuite capturée sur un écran
phosphorescent (Figure .6.a). Cette technique permet de recueillir des informations précises

sur la topographie, la monodispersion, la composition et la cristallinité¢ des échantillons.

e Application de nanoparticules :

Figure .5: A schematic representation of nanomaterials and their applications (Baig et
al., 2021)

V. Applications des nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnONPs)

Les oxydes métalliques nanostructurés ont suscité un intérét croissant dans de nombreux
secteurs technologiques. Parmi eux, I’oxyde de zinc (ZnO) a particulierement attiré 1’attention
ces derniéres années. Il s’agit d’une poudre amorphe jaune inorganique, considérée comme
I’un des matériaux les plus prometteurs, largement employée dans la conception de dispositifs
variés. Le ZnO se distingue notamment dans le domaine des dispositifs électroluminescents
(LED), fonctionnant dans les courtes longueurs d’onde allant du bleu a 1’ultraviolet, ainsi que

dans les cellules solaires en tant que film conducteur transparent (Minegishi et al., 1997).

En outre, il trouve des applications notables dans les cellules solaires a points
quantiques (QDSC) et dans les nano-générateurs sensibilisés aux colorants. Les
nanoparticules d’oxyde de zinc, caractérisées par une forte ionicité, présentent des
particularités remarquables, telles qu’une large surface spécifique, ainsi que des structures et

tailles cristallines atypiques (Basnet et al., 2018). Ces nanoparticules font 1’objet de
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nombreuses recherches en raison de leurs propriétés antibactériennes, antifongiques, leur

capacité a filtrer les UV, ainsi que leur forte activité catalytique et photochimique.

La syntheése des nanostructures de ZnO suscite ainsi un intérét mondial. La diversité de
ses propriétés physico-chimiques et la facilité avec laquelle ces nanostructures peuvent étre
obtenues font de I’oxyde de zinc un matériau de choix pour les chercheurs. Il joue un role clé

dans un large éventail d’applications, dont certaines seront abordées ci-dessous
V.1. Applications biomédicales des ZnO NPs

Les nanoparticules ont pour objectif principal d’interagir avec les macromolécules
biologiques et les structures supramoléculaires cellulaires afin d'améliorer la santé humaine.
Les nanostructures d’oxyde de zinc (ZnO) se distinguent dans ce domaine, notamment dans
les systémes d’administration de médicaments. Leur faible colt, leur faible toxicité et leur
multifonctionnalité (anticancéreuse, antibactérienne, antioxydante, antidiabétique, anti-

inflammatoire, bioimagerie) les rendent trés prometteuses pour la biomédecine.

Selon Ferial Ghaemi et ses collaborateurs, divers nanomatériaux, dont les ZnONPs,
jouent un role important dans la prévention, le diagnostic et le traitement de la COVID-19

(Ghaemi et al., 2021).

Sharma et al. ont démontré que les ZnONPs induisent une apoptose mitochondriale dans
les cellules HepG2 (cancer du foie), en provoquant une cytotoxicité et génotoxicité accrues

par production de ROS et libération de cytochrome ¢ (Sharma et al., 2012).

Jiang et al. ont rapporté que les ZnONPs (~30 nm) tuent les bactéries comme E. coli par
destruction directe de la membrane cellulaire(Jiang et al., 2016) . Reddy et al. ont observé
que les ZnONPs (~13 nm) inhibaient complétement E. coli a 3,4 mM et S. aureus a 1 mM
(Reddy et al., 2007) De plus, Ohira et Yamamoto ont montré que les petites tailles cristallines
des ZnONPs liberent plus d’ions Zn?**, ce qui augmente leur activité antibactérienne,

notamment contre E. coli (Ohira & Yamamoto., 2012).

Kitture et al. ont évalué un conjugué ZnO-bois de santal rouge (RSW) pour son activité
antidiabétique. Le conjugué a montré une inhibition enzymatique supérieure a celle des

composants seuls, notamment contre I’a-glucosidase (61,93 %) (Kitture et al., 2015).

Enfin, Jiang et al. ont congu des nanofeuilles de ZnO pour la bioimagerie. Ces structures
ont montré une émission jaune-orange apres pénétration dans les cellules leucémiques K562

irradiées aux UV, indiquant leur potentiel comme marqueurs fluorescents (Jiang et al., 2011).
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V.2. Applications agricoles :

Un large éventail de nanomatériaux et de structures a 1’échelle nanométrique sont
actuellement développés a des fins agricoles, notamment en tant que fertilisants, herbicides,
pesticides, capteurs et agents améliorant la qualité, dans le but d’optimiser les pratiques
agricoles conventionnelles (Iavicoli et al., 2017). Cependant, plusieurs facteurs tels que la
dérive, la photolyse, I’hydrolyse, la dégradation microbienne et le lessivage entrainent des
pertes considérables des produits agrochimiques appliqués aux cultures. Pour y remédier, les
nanoparticules et les nano-capsules sont exploitées afin de réduire les effets secondaires et
permettre une libération controlée, ciblée et efficace des fertilisants et pesticides (Sabir et al.,

2014).

De plus, les nano-capteurs sont capables de détecter I’humidité ainsi que la teneur en
¢léments nutritifs dans le sol. Il a été démontré que les nanoparticules d’oxyde de zinc
peuvent contribuer a améliorer la croissance et le rendement des cultures vivrieres (Prasad et

al., 2012).

Afin d’évaluer cet effet, deux essais en plein champ ont été réalisés par Elshayb et ses
collaborateurs (Elshayb et al., 2021) durant les saisons agricoles de 2018 et 2019. Les ZnO
NPs ont été appliquées comme engrais foliaires a des concentrations comprises entre 20 et 60
mg/L. Les résultats ont révélé qu'un mélange de ZnSO4 et de ZnO NP a 40 mg/L a permis
d’améliorer le rendement ainsi que ’absorption de nutriments (N, K, P et Zn) par rapport a
l'utilisation traditionnelle du ZnSOa. seul. Toutefois, un effet négatif sur 1’absorption du
phosphore a été observé avec 1’'usage des ZnO NPs. Par conséquent, une application foliaire
combinant ZnO NPs et une faible quantité (40 ppm) de ZnSOs en traitement basal s’est avérée
bénéfique, en induisant une amélioration des parametres agronomiques et physiologiques,

menant ainsi a une production plus élevée de riz enrichi en éléments nutritifs.
V.3. Cosmétiques :

Dans le domaine cosmétique, les nanomatériaux sont utilisés sous diverses formes et
types. Leur emploi présente plusieurs avantages notables, notamment une meilleure
pénétration cutanée permettant une délivrance plus efficace des ingrédients actifs, une
transparence accrue, I’introduction de nouvelles teintes et une durabilité prolongée des effets.
L’objectif principal de I’intégration des nanomatériaux dans les produits cosmétiques est
d’assurer une libération ciblée et durable des substances actives au niveau souhaité du corps,

tout en garantissant leur stabilité a long terme (Fytianos et al., 2020).
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Parmi les produits cosmétiques utilisant les nanomatériaux, on retrouve les écrans
solaires formulés a base de nanoparticules capables d’absorber les rayons UV tout en
neutralisant les radicaux libres générés par 1’exposition aux lampes UV, les soins dentaires,
les colorations capillaires longue tenue enrichies en nanotubes de carbone, ainsi que les
crémes anti-dge contenant des ingrédients actifs encapsulés dans des nanoparticules de

polymeres synthétiques qui améliorent la perméabilité de la peau (Mihranyan et al., 2012).

Par ailleurs, les nanoparticules d’oxyde de zinc ont démontré leur efficacité en apportant
une meilleure texture, une diffusion optimisée et un facteur de protection solaire (FPS) accru,

ce qui les rend particuliérement prisées dans I’industrie cosmétique (Raj et al., 2012).
V.4. Emballage des aliments

Etant donné que le zinc est un oligo-élément essentiel, 1’oxyde de zinc figure
actuellement sur la liste des substances généralement reconnues comme sires (GRAS) par la
Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis, et il est utilisé comme additif
alimentaire. Les matériaux nanométriques peuvent é&tre employés dans [’emballage
alimentaire en tant que barriéres, pour leurs propriétés mécaniques, la détection des agents
pathogenes, ainsi que dans les emballages intelligents et actifs, apportant des bénéfices en

termes de sécurité et de qualité des denrées alimentaires (Brody et al., 2008).

Dans le but de conférer une activité antimicrobienne aux matériaux d’emballage, des
nanoparticules d’oxyde de zinc ont été intégrées dans des matrices polymériques, ce qui a
permis d’améliorer les caractéristiques de I’emballage. Cette efficacité repose principalement
sur trois mécanismes: la libération d’ions antimicrobiens, 1’altération de D’intégrité des
membranes cellulaires bactériennes, et la génération d’especes réactives de I’oxygene (ROS)
sous I’effet de la lumiere autant de facteurs qui contribuent a ’amélioration de la qualité de

I’emballage alimentaire (Espitia et al., 2012).

Aswathy Jayakumar et collaborateurs ont développé des films a base d’amidon et de
PVA sensibles au pH, incorporant de 1’huile de muscade, des nanoparticules d’oxyde de zinc
et un extrait de jamun. Ces films présentent une meilleure barriére a ’eau et aux UV, ainsi

que des propriétés mécaniques et antimicrobiennes accrues (Jayakumar et al., 2019) .
V.5. Textile :

L’oxyde de zinc est considéré comme ['un des matériaux les plus prometteurs pour le

développement de textiles haute performance, en raison de ses propriétés multiples telles que

25



CHAPITRE 1 NANOPARTICULE

I’activité antimicrobienne, 1’auto-nettoyage, la résistance au feu, 1’isolation thermique, la
protection contre les rayons UV, I’hydrophobicité, la conductivité électrique ainsi que la

régulation de I’humidité dans les tissus (Verbic et al., 2019).

S. Kathirvelu et al. ont rapporté la synthése et la caractérisation de nanoparticules de
ZnO0, ainsi que leur application sur des tissus en coton et en polyester en vue de renforcer leur
protection contre les rayons ultraviolets (Kathirvelu et al., 2009) . Des textiles en coton dotés
de propriétés autonettoyantes ont ét¢ obtenus par dépdt de nanoparticules d’oxyde de zinc
photocatalytiques sur la surface des fibres, en utilisant une méthode classique de trempage a
sec. Selon les travaux de Chunhong Zhu et collaborateurs, 1’efficacité¢ de 1’auto-nettoyage est
directement liée a la concentration des nanoparticules d’oxyde de zinc : une teneur plus élevée

entraine une dégradation photolytique plus marquée (Zhu et al., 2017).

Par ailleurs, la solidité au lavage est fortement corrélée a 1’adhésion des nanoparticules
au tissu. Grace a leur grande surface spécifique et leur forte énergie de surface, les
nanoparticules présentent une excellente affinité avec les fibres textiles, ce qui contribue a
améliorer la durabilité des propriétés fonctionnelles apportées aux tissus traités (Wong et al.,

2006).
VI. Activités biologiques nanoparticules Zno

VI1.1. Activités antibiofilmes bactériens

Les nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO-NPs) présentent une activité antimicrobienne
remarquable, s’exercant contre un large éventail de microorganismes pathogénes. Leur
efficacité repose sur plusieurs mécanismes d’action biologiques et physicochimiques, leur

conférant une place prometteuse dans la lutte contre les infections.

En ce qui concerne I’activité antibactérienne, les ZnO-NPs se montrent particulierement
actives aussi bien contre les bactéries Gram-positives que Gram-négatives. Des études ont mis
en évidence leur capacité a inhiber la croissance de souches pathogeénes courantes telles que
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa (Sirelkhatim et al.,
2015 ; Raghupathi et al., 2011). L’efficacité de ces nanoparticules dépend de divers facteurs,
notamment leur taille, leur surface spécifique et leur capacité a générer des especes réactives
de Dloxygéne (ROS), responsables de dommages cellulaires irréversibles chez les

microorganismes.
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VI1.2. Activités antifongiques :

Par ailleurs, les nanoparticules d’oxyde de zinc possédent €galement une activité
antifongique notable, en particulier contre des levures pathogenes telles que Candida albicans,
ainsi que d'autres especes fongiques opportunistes (Lipovsky et al., 2011). Cette action

antifongique repose sur plusieurs mécanismes synergiques.

Parmi ces mécanismes, on retrouve notamment la production d’espéces réactives de
I’oxygene (ROS), qui entrainent un stress oxydatif important au sein des cellules fongiques.
Ce stress provoque des altérations structurales de la membrane cellulaire, perturbant ainsi son
intégrité et sa perméabilité. En outre, les ZnO-NPs peuvent interagir directement avec le
matériel génétique (ADN) des micro-organismes, entrainant des dommages irréversibles qui

inhibent leur croissance et leur viabilité (Siddiqi et al., 2018).
VI1.3. Applications biomédicales des ZnO-NPs

Les nanoparticules d’oxyde de zinc démontrent des capacités anticancéreuses
significatives, caractérisées par une cytotoxicité sélective envers les cellules tumorales. Ce
ciblage repose principalement sur 1’induction de 1’apoptose (mort cellulaire programmeée) et la
génération de stress oxydatif, sans affecter de maniere significative les cellules saines. Ces
effets ont ét¢ confirmés par plusieurs études qui soulignent le potentiel thérapeutique des

ZnO-NPs dans le traitement du cancer (Akhtar et al., 2012 ; Vinardell & Mitjans, 2015).

D’autre part, ces nanoparticules peuvent étre utilisées comme vecteurs de médicaments,
permettant une amélioration de la biodisponibilité des agents thérapeutiques, ainsi qu’un
controle plus précis de leur libération dans I’organisme. Cela permet d’optimiser 1’efficacité

des traitements tout en réduisant les effets secondaires (Mishra et al., 2017).

Les ZnO-NPs jouent un role prometteur dans le domaine de la cicatrisation des plaies,
en favorisant la régénération des tissus endommagés et en empéchant les infections
microbiennes secondaires. Leur activité antimicrobienne combinée a leur effet stimulant sur la

prolifération cellulaire contribue a accélérer le processus de guérison (Verma et al., 2018).
VI1.4. Activités antibactériennes des nanoparticules de ZnO

Les nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO-NPs) présentent des propriétés
antibactériennes remarquables qui ont été largement étudiées. Voici une analyse détaillée de

ces propriétés :
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e Mécanismes d'action antibactérienne
1. Production d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS)

-Les ZnO-NPs générent des ROS comme le peroxyde d'hydrogéne (H20-), les radicaux
superoxydes (O27), et les radicaux hydroxyles (OH-) sous illumination UV ou méme en

conditions ambiantes (Padmavathy & Vijayaraghavan., 2008)

-Ces ROS endommagent les membranes cellulaires bactériennes, provoquent des

dommages a I'ADN et aux protéines, menant a la mort cellulaire (Sirelkhatim et al., 2015).
2. Libération d'ions Zn*

-Les ZnO-NPs libérent des ions Zn?** qui peuvent perturber le métabolisme bactérien et

inhiber les enzymes essentielles (Pasquet et al., 2014).

-L'accumulation d'ions Zn** dans le cytoplasme bactérien affecte la perméabilité

membranaire (Li et al., 2011).
3. Interaction directe avec la paroi cellulaire

-Les ZnO-NPs peuvent adhérer a la surface des bactéries en raison d'interactions

¢lectrostatiques, causant des dommages structurels (Xie et al., 2011).

-Elles peuvent pénétrer la membrane cellulaire et s'accumuler dans le cytoplasme,

perturbant les processus cellulaires (Raghupathi et al., 2011).
4. Effet abrasif mécanique

- Les nanoparticules peuvent exercer un effet abrasif sur la surface cellulaire

bactérienne, contribuant a I'endommagement de la paroi cellulaire (Zhang et al., 2010).
VLS. Activités anti-diabétiques des nanoparticules ZnO

Les nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO-NPs) présentent un potentiel intéressant dans
la gestion du diabete, avec plusieurs mécanismes d'action contribuant a leurs effets anti-

diabétiques.
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e Mécanismes d'action anti-diabétique
1 .Amélioration de la sensibilité a I'insuline

Les ZnO-NPs peuvent améliorer la signalisation de l'insuline en augmentant la
phosphorylation des récepteurs a l'insuline et des substrats de récepteurs a I'insuline (IRS)

(Umrani & Paknikar., 2014).

Amélioration de la voie de signalisation PI3K/Akt impliquée dans la transduction du

signal insulinique (Alkaladi et al., 2014).
2 .Modulation du métabolisme du glucose

Influence sur l'expression des transporteurs de glucose GLUT-4, facilitant 1'absorption

du glucose par les tissus périphériques (Nazarizadeh & Asri-Rezaie., 2016).

Stimulation de l'activit¢ des enzymes glycolytiques et inhibition des enzymes

gluconéogéniques dans le foie (Hussain et al., 2016).
3 .Protection des cellules p pancréatiques

Réduction du stress oxydatif dans les cellules B pancréatiques via leurs propriétés

antioxydantes (Rehman et al., 2019).

Prévention de l'apoptose des cellules B induite par les cytokines inflammatoires (EI-

Kordy & Alshahrani., 2015).

Promotion de la prolifération et de la régénération des cellules B endommagées

(Hussein et al., 2014).
4 .Effets anti-inflammatoires

Diminution des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-1B) impliquées dans la

résistance a l'insuline (Ranasinghe et al., 2015).

Modulation des voies de signalisation inflammatoires comme NF-xB et JNK

(Thiruvengadam et al., 2015).
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I.1.0rigine géographique et germination de la grenade

Le grenadier (Punica granatum L.), originaire d’une vaste région allant de I’Iran au
nord de I’Inde (Morton., 1987) , est une plante fruitiére ancienne dont la domestication
remonte a la préhistoire, probablement vers le Néolithique . Des populations sauvages
subsistent encore dans cette aire, notamment en Iran, Turkménistan, et Asie centrale, ce qui

atteste de son origine autochtone dans ces régions (Mars, 2000).

G. Levin propose une structure hiérarchique de 1’origine et de la diversité de la grenade
comprenant : un mégacentre primaire : Moyen-Orient (Iran, Azerbaidjan, Afghanistan), des
mégacentres secondaires : Méditerranée et Asie de 1’Est,et cinq macrocentres : Moyen-Orient,

Meéditerranée, Asie de I’Est, Amérique, et Afrique du Sud (Levin, 2006).

Figure .1 : Le grenadier, Punica granatum L.
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Tableau.1: Variétés principales de grenade a 1'échelle mondiale et en Algérie (Betioui,

2017)
Variétés de L
Photos Caractéristiques
grenade
Sefri Couleur : jaune a rose
¢ Arilles : rose clair — doux
Kabylie Couleur : rose Arilles : violacé-
doux
. Couleur : rouge
Shani Arilles : rouge fonce — doux
Couleur : rouge
Hicas Arilles : rouge clair — Doux
/acide
Acco Couleur : rouge
Arilles : rouge fonce — doux

I.2. Compositions biochimiques majeures

Le jus de grenade est considéré parmi les jus les plus riches en sucres (glucose, fructose
et saccharose) et en antioxydants flavonoidiques puissants, qui lui confeérent sa couleur
éclatante, augmentant en intensité au cours de la maturation (Lansky & Newman., 2007).
Aussi il est considéré comme une source importante d’anthocyanines tels que : 3-glucoside,
3,5-diglucoside de delphinidine, cyanidine, et pelargonidine (Alighourchi, Barzegar, &
Abbasi, 2008). Il est de méme riche en vitamines : vitamine C, vitamine E et f-caroténe et en
polyphénols : catéchine, acide éllagique, acide gallique et éllagitannins (Okonogi, et al, 2007)

(Cam, Hisil, & Durmaz, 2009); En outre, des acides organiques tels que ’acide citrique,
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I’acide malique et I’acide ascorbique S’y trouvent en quantités non négligeables (Gil,et al,

2000).

I.2.1 Sucres

Les sucres, a ’instar des polyphénols, constituent I’'un des composants majeurs du jus
de grenade. Leur teneur varie selon plusieurs facteurs : la variété de la plante, les conditions
de culture, la nature du sol, ainsi que 1’age de I’arbre (Evreinoff., 1957). Globalement, la

concentration en sucres dans les grenades se situe entre 4,4 % et 22 %.

Les principaux glucides présents dans le jus de grenadier sont des monosaccharides,
principalement le glucose et le fructose, ce dernier étant souvent en concentration légerement
inférieure. On retrouve ¢également, bien que dans des proportions moindres, des
polysaccharides tels que le saccharose et I’amidon (Legua, et al., 2000). La teneur en ces

différents sucres évolue avec le degré de maturation des fruits (Zarei, et al., 2011).

1.2.2 Protéines

La teneur en protéines du jus de grenadier varie en fonction de plusieurs facteurs,
notamment le génotype, les conditions climatiques et le milieu de culture. Les concentrations

observées oscillent entre 0,29 % et 1,23 % (Fadavi, et al., 2005).

La maturation des fruits exerce peu d’influence sur cette teneur, avec une variation ne
dépassant pas 0,06 g/L entre la nouaison et le stade de maturité compléete (EI-Nemr, Ismail,
& Ragab, 1990). Par ailleurs, I’analyse biochimique des arilles de grenadier révele une teneur

protéique bien plus élevée, atteignant 13,2 % (EI-Nemr, Ismail, & Ragab, 1990).

1.2.3 Acides organiques

Les principaux acides organiques du jus de grenade sont l'acide citrique et l'acide
malique. Le jus de grenade contient également de 1'acide ascorbique, de l'acide fumarique, de
l'acide oxalique, de l'acide quinique, de 1'acide succinique et de l'acide tartrique, dont certains
ont également ét¢ identifiés dans les tissus de feuilles, de 1’épicarpe de fruits et d’arilles
(Mena, Calani, et al., 2012). La quantité¢ de ces acides est variable selon la variété et les
conditions du milieu de culture ; le Tableau 4 suivant montre les différentes concentrations de

ces composés dans le jus de grenadier.
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Tableau.2: Composition du jus de grenades en acides organiques (mg/100 g de la partie
comestible du fruit) (Melgarejo, Salazar, & Artés., 2000)

Composé mg/100 g d’arilles
Acide citrique 0,09- 0,32
Acide malique 0,01-0,07
Acide oxalique 0,10- 0,21
Acide tartrique 0,01- 0,05

Acide fumarique 0,01

1.2.4 Acides phénoliques

Les acides phénoliques désignent une catégorie de composés organiques caractérisés
par la présence d’au moins un groupement carboxyle et un hydroxyle de type phénolique. En
phytochimie, cette appellation est spécifiquement réservée aux dérivés des acides benzoique
(structure C6-C1) et cinnamique (structure C6-C3) (Belyagoubi & Benhammou., 2011) .Ces
composés peuvent exister sous différentes formes dans diverses plantes agricoles et
médicinales, notamment les acides p-coumarique, caféique, férulique, sinapique, p-
hydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique, salicylique et gentisique.Dans le jus
de grenade, les principaux acides phénoliques identifiés sont I’acide gallique et I’acide

ellagique

Acide gallique Acide ellagique

O~ OH

HO OH
OH

Figure .2 : Structure des principaux acides phénoliques des grenades

I.2.5 Flavonoides

Les flavonoides sont des polyphénols complexes dérivés du noyau flavone (ou 2-
phénylchromone), caractérisés par la présence de groupes fonctionnels de type phénols libres,

¢thers ou glycosides. Leur structure de base comporte deux noyaux aromatiques (A et B)
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reliés par un hétérocycle oxygéné (cycle C), formant un squelette commun de quinze atomes
de carbone de type C6-C3-C6 (Benguerba., 2008). A ce jour, plus de 4000 flavonoides ont
été identifiés. Ils partagent une origine biosynthétique commune a partir du précurseur
4,2’,4’°,6’-tétrahydroxychalcone (Benguerba., 2008). On les retrouve largement répartis dans
le régne végétal, localisés dans diverses parties des plantes supérieures : racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollen, fruits, arilles, bois, etc. Leur concentration et leur nature varient en

fonction de I’espece végétale et du stade de développement (Akroum., 2011).

Les flavonoides sont généralement des pigments hydrosolubles, présents soit sous
forme d’hétérosides dissous dans la vacuole, soit comme constituants des chromoplastes. Ils
jouent plusieurs roles essentiels dans la physiologie des plantes, notamment : la pigmentation
des organes, la protection contre les rayonnements UV, la défense contre les herbivores,
I’attraction des pollinisateurs et la régulation de la croissance (Hepaksoy, Aksoy, Can, & Ui.,
2000) .Sur le plan chimique, les flavonoides se divisent en plusieurs classes : flavones,
flavonols, flavanones et anthocyanes .Leurs propriétés varient selon leur classe mais aussi
selon leur degré d’hydroxylation, de méthoxylation, de glycosylation et de polymérisation
autour du Parmi les nombreux pigments dérivants de cette structure des flavonoides, il

convient de citer

]

Flavones © oH ©
Litleckn Flavonols

Quercetin Kaempferol

OH 2 OH
Deiphinkin Anthocyanins i

Genistein Basic skeleton

Isoflavones | ocm
o
o P—

\ /

. ° m

| OH

2

o

F lavonols

Figure .3 : Squelette de base de différentes classes des flavonoides
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e notamment :

— Flavonols (hydroxy-3 flavone)

Ce sont des composées largement répandus et incolores, ils sont caractérisés par la
présence d’un carbonyle en position 4 et d'un groupement hydroxyle en position 3. Les
flavonols qui possédent en plus des hydroxydes en carbone 6 ou 8§ colorent certaines fleurs en
jaune primevere (Bessas, 2008). Parmi les flavonols répandus, nous trouvons le kaempférol
(OH en 4'.5, 7), le quercétol (OH en 3', 4', 5,7), le myricétol, quercitrine, épicatéchine,
catéchine et l'isorhamétol. Les flavonols les plus trouvés dans les jus de grenades sont la

quercétine (0.23- 4.58 g/L) et la catéchine (0.06-8.44 g/L) (Poyrazoglu, et al., 2002) .

— Flavones:

Les flavones sont une classe de flavonoides dont la structure est basée sur le squelette
de la 2-phénylchromeéne-4-one (ou 2-phényl-1-benzopyran-4-one). Cette structure comprend
deux cycles benzéniques (A et B) reliés par un cycle y-pyrone (Jiang, Doseff, & Erich.,

2016).

Tout comme les flavonols, les flavones sont des pigments naturels, généralement de
couleur allant du blanc au jaune. La principale différence entre flavones et flavonols réside
dans la présence d’un groupement hydroxyle en position 3 chez les flavonols, absent chez les
flavones (Vrielynck., 1996).Chez le grenadier, les flavones ont été identifiées principalement
dans les feuilles, notamment sous forme de lutéoline et d’apigénine (Van Elswijk,et al.,

2004) noyau central C6-C3-C6.

— Flavanones:

Les flavanones constituent 1’une des principales classes de flavonoides, avec environ
350 formes aglycones et 100 formes glycosylées identifiées a ce jour. Elles sont issues d’une
hydrogénation en positions 2 et 3 des flavones. Leur structure repose sur le squelette typique
des flavonoides, composé de deux cycles aromatiques (A et B) reliés par un cycle

dihydropyrone (C) (Barreca, et al., 2017).

Les flavanones se distinguent des autres flavonoides par 1’absence de double liaison
entre les carbones C2 et C3, ainsi que par la présence d’un carbone chiral en position C2,
conférant des caractéristiques structurales particulieres a cette classe (Barreca, et al., 2017).
Sur le plan organoleptique, les flavanones sont responsables de I’amertume caractéristique de

certains agrumes tels que le pamplemousse, le citron et 1’orange. Parmi les principaux
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composés de cette classe figurent [’hespérétine, la naringénine, 1’¢ériodictyol,
I’isosakuranétine, ainsi que leurs formes glycosylées (Janne, et al., 2004). Chez le grenadier

(Punica granatum), la naringénine est la flavanone prédominante (Fletcher, et al, 1992).

1.2.6 Tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques naturels, de poids moléculaire élevé, a
saveur astringente, capables de tanner I’épicarpe des fruits en se fixant sur les protéines,
rendant cette derniére dure et imputrescible (Biaye., 2002). On les trouve dans de nombreux
végétaux comme les écorces d'arbres et divers fruits (raisins, grenades, dattes, café, cacao).
Leur structure complexe est formée d'unités monomériques répétitives, variant par leurs
centres asymétriques et leur degré d'oxydation (Hemingway.,1992). On distingue deux
principaux types de tanins : les tanins condensés ou proanthocyanidines (présents dans le thé,
les raisins, les gallotanins, etc.), et les tanins hydrosolubles comme les ellagitanins (trouvés
dans des fruits tels que la framboise, la fraise, la grenade) et les gallotanins (Aguilar et al.,

2008).

— Les tanins du grenadier

Les tanins hydrolysables, en particulier les ellagitannins et gallotannins, sont les
composés les plus abondants dans différentes parties du grenadier . En revanche, les tanins
condensés sont rarement rencontrés chez cette plante.Les ellagitannins se trouvent
principalement dans le péricarpe, I’écorce, les graines et les fleurs (Tanaka et al., 1986 ;
Wang et al., 2004, 2006a). Parmi eux, la punicaline et la punicalagine sont les constituants
majeurs du péricarpe, également présents dans 1’écorce, mais pratiquement absents dans les
feuilles. Ces composés dérivent de 1’acide ellagique, trés présent dans toutes les parties du
grenadier, avec une teneur allant jusqu’a 0,1 % dans les fleurs et 0,2 % dans le péricarpe et les

feuilles.

La biosynthése des ellagitannins suit une voie classique : 1’acide hexahydroxy-
diphényldicarboxylique subit une lactonisation pour donner naissance a 1’acide ellagique.

Celui-ci peut ensuite étre méthylé pour produire divers dérivés, tels que :
— acide 3-O-méthylellagique.
— acide 3,3'-di-O-méthylellagique.

— acide 4,4'-di-O-méthylellagique.
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—acide 3,3',4'-tri-O-méthylellagique.
— acide 3-O-méthyl-3,4-méthylénedioxyellagique.

Ces dérivés peuvent ensuite se glycosyler avec des sucres pour former des glycosides.
En parallele, plusieurs unités d'acide hexahydroxy-diphényldicarboxylique peuvent se
polymériser par estérification entre les groupes carboxyles d’un monomeére et les groupes

hydroxyles d’un autre (Wang et al., 2006b).

Les gallotannins, quant a eux, sont surtout localisés dans les feuilles et sont peu
fréquents ailleurs dans la plante. Ils sont constitués de plusieurs unités galloyles, dérivant
ainsi de I’acide gallique (Li HX et al., 2002). Leur biosynthese implique également des
réactions d’estérification, de lactonisation et de glycosylation, similaires a celles des

ellagitannins (Wang et al., 2006b).

— Les alcaloides du grenadier

Les alcaloides sont principalement localisés dans 1’écorce des tiges et des racines, ainsi
que dans le jus de grenade. Deux grandes familles d’alcaloides ont été identifiées chez cette
plante : les pipéridines et les pyrrolidines. Les pipéridines, caractérisées par un noyau a six

chainons, sont plus abondantes que les pyrrolidines, qui possedent un noyau a cinq chainons.

Les principales pipéridines présentes dans 1’écorce de tige sont I’isopelletierine, la
pseudopelletierine et la N-méthylisopelletierine. Quant a I’écorce de racine, elle contient
majoritairement des composés tels que la 2-(2'-hydroxypropyl)-A'-pipéridine, la 2-(2'-
propenyl)-A'-pipéridine et la norpseudopelletierine (Neuhofer et al., 1993).

— Triterpenes et stéroides

Les triterpenes non glycosylés sont fréquemment présents dans les fleurs et les graines
du grenadier. Ces composés, tels que 1'acide ursolique, 'acide oléanolique, I'acide maslinique,
l'acide punicanolique, la friedéline, I'acide bétulinique et l'acide asiatique, apparaissent
généralement sous forme de triterpénoides pentacycliques, caractérisés par un groupement
carboxyle en position C-28 et une double liaison entre les carbones C-12 et C-13 (Batta et

Rangaswami, 1973 ; Ahmed et al., 1995 ; Krishna et al., 2002 ; Huang et al., 2005b).

Les stéroides, en revanche, ne sont retrouvés que dans les graines. Ils comprennent des
stérols tels que le cholestérol, le stigmastérol, le campestérol, le B-sitostérol et le daucostérol,

ainsi que des stéroides sexuels comme le 17-a-cestradiol, 1’estrone, la testostérone et I’estriol
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(Heftmann et al., 1966 ; Dean et al., 1971 ; Abd El Wahab et al., 1998 ; Wang et al., 2004
; Lansky et al., 2005 ; Xie et al., 2008).

1.2.7. Applications pharmacologiques

De nos jours, la demande en grenade repose essentiellement sur son golit agréable.
Cependant, des preuves scientifiques ont mis en évidence ses nombreuses activités
thérapeutiques, = notamment  antiparasitaires,  anti-inflammatoires,  antioxydantes,
antimicrobiennes, anticarcinogenes et anti-athérogeénes. Ces effets bénéfiques sont en grande
partie dus aux composés phénoliques, tanins, anthocyanines et autres phytocomposés présents

dans la plante, qui possédent de puissantes propriétés antioxydantes.

Des recherches médicales ont démontré le potentiel thérapeutique des produits dérivés
de la grenade. Les extraits de grenade sont aujourd’hui utilisés dans le diagnostic et le
traitement de divers troubles comme le cancer, I’inflammation, le diabéte, les 1ésions cutanées
induites par les UV et les maladies cardiovasculaires. Les pelures de grenade contiennent des
composés phytochimiques uniques tels que les gallotannins, 1’acide ellagique, 1’acide

gallique, les punicalines et punicalagines (Ullmann et al., 2007).

Les phytocomposés jouent un role protecteur contre les rayonnements UV, les
pathogenes et les prédateurs herbivores ; ils sont qualifiés de composés non nutritifs produits
par les plantes a des fins de défense. La grenade est consommée fraiche ou sous forme
transformée (jus, vins, aroOmes, extraits). Le jus de grenade commercial affiche une activité
antioxydante supérieure a celle des autres jus de fruits, du vin rouge et du thé vert, ce qui en

fait un produit trés recherché sur le marché agroalimentaire.

Les composés phénoliques, en particulier les flavonoides, anthocyanines et tanins,
constituent le groupe principal de phytocomposés antioxydants, avec des propriétés
biologiques intéressantes et une forte capacité a piéger les radicaux libres (Ullmann et al.,

2007).

Les produits dérivés de la grenade présentent un grand intérét thérapeutique grace a
leurs composés phénoliques tels que les tanins, anthocyanines et flavonoides, connus pour
leurs propriétés antioxydantes puissantes (Ullmann et al., 2007). Ces substances contribuent
a des effets anti-inflammatoires, anticancéreux, antimicrobiens, antiparasitaires et
cardioprotecteurs. Les extraits de grenade, notamment ceux de la pelure riche en gallotannins
et acides phénoliques, sont utilisés dans la prévention et le traitement de maladies chroniques,

telles que le cancer, le diabéte, les troubles cardiovasculaires et les 1ésions cutanées induites
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par les UV. Le jus de grenade, en particulier, se distingue par sa treés forte activité
antioxydante, supérieure a celle du vin rouge ou du thé vert, ce qui en fait un produit de valeur

commerciale élevée dans le secteur agroalimentaire (Ullmann et al., 2007).

— Activité antimicrobienne de la grenade

Les extraits méthanoliques de pelures de grenade ont démontré une forte activité
antimicrobienne contre diverses souches bactériennes telles que Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes, grace a la richesse en

composés phénoliques et ce, tant in vitro qu’in vivo (Al-Zoreky, 2009).

Par ailleurs, la combinaison de polyphénols issus du jus et du fruit de grenade s’est
révélée efficace contre les infections virales d’origine alimentaire. En 'absence de norovirus
humains cultivables, des virus substituts comme MS2 (bactériophage a ARN simple brin),
norovirus murin (MNV-1) et calicivirus félin (FCV-F9) ont été utilisés, avec des résultats trés
prometteurs : les polyphénols ont permis une réduction significative de ces virus alimentaires

(Aad et al., 2010).

Des ¢études récentes indiquent que la punicalagine, un composé actif majeur, possede
une activité antivirale puissante, notamment anti-grippale. De plus, des effets synergiques ont
¢été observés lors de I’association d’extraits polyphénoliques avec I’oseltamivir, conduisant a
une meilleure efficacité clinique, moins d’effets secondaires et une toxicité réduite, tout en

étant économique (Haidari, Ali, Casscells, & Madjid., 2009).

Enfin, les fractions hexaniques extraites des tiges de grenade ont présenté une forte activité

antifongique (March & Olsen., 2010).

— Activité antioxydante

L’activité antioxydante de la grenade a été 1’un des sujets les plus étudiés au cours des
dernieres décennies, en raison de son rdle fondamental dans plusieurs effets bénéfiques :
régulation lipidique, activité anti-inflammatoire, anti-tumorale et antidiabétique (Lansky et
al., 2007). Les substances antioxydantes se trouvent principalement dans les feuilles et les

fruits, incluant les graines, le jus et le péricarpe.

I a été démontré que le jus et I’extrait aqueux des feuilles neutralisent efficacement les
radicaux libres (ROS, RNS, superoxyde, H20:, radicaux hydroxyles, NO), avec une efficacité

supérieure a celle d'autres fruits (Halvorsen et al., 2002 ; Xu et al., 2005 ; Gurpreet et al.,
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2006 ; Guo et al., 2007). De plus, le jus inhibe la production de LDL oxydé in vitro

(Fuhrman & Aviram., 2001) et réduit ses niveaux chez les rats in vivo (Xu et al., 2005).

Les composés responsables de cette activité sont principalement les composés
phénoliques (groupes hydroxyles phénoliques et doubles liaisons) tels que les tanins,
flavonoides et acides gras insaturés. Une corrélation linéaire significative a été observée entre
la capacité antioxydante totale et la teneur en composés phénoliques, soulignant leur role clé

(Surveswaran et al., 2007).

Les tanins, présents dans presque toutes les parties de la grenade, contiennent des
groupes galloyles et hexahydroxydiphényles capables de fournir des protons et de former des
radicaux stables (Wang et al., 2005). Le groupe hexahydroxydiphényl est plus puissant que le
groupe galloyle (Wei et al., 2000). La nature des liaisons entre les monomeéres de tanins
(hydrolysables vs condensés) influence fortement leur pouvoir antioxydant. Les tanins avec
des groupes hydroxyles libres sont plus efficaces, comme le montre 1’exemple des dérivés
méthylés de I’acide ellagique (Wang et al., 2004). Deux tanins majeurs : ’acide ellagique
antioxydant puissant par chélation des ions métalliques (Oswa et al., 1987) et la punicalagine,
principale molécule active du péricarpe et du jus, inhibant la peroxydation lipidique (Anand
et al., 2004 ; Lansky et al., 2007). Cependant, la punicalagine est peu absorbée dans la

circulation sanguine, et ses métabolites microbiens sont ceux détectés (Kulkami et al., 2004).

Les flavonoides de la grenade participent aussi fortement a cette activité par élimination
des radicaux libres (Wang et al., 2006b ; Suo et al., 2009). Chez les rats, leur administration
orale réduit les peroxydes lipidiques et augmente les enzymes antioxydantes (Sudheesh &
Vijayalakshmi, 2005). Des composés comme la catéchine, la quercétine, le kaempférol et
I’équol exercent aussi un effet photoprotecteur contre les dommages cutanés induits par les
UVB (Park et al., 2010). Les groupes hydroxyles phénoliques situés en C-5/C-7 ou en
position ortho sur ’anneau B (comme dans la lutéoline ou la pélargonidine) jouent un role

central (Noda et al., 2002).

D'autres composés comme les lignanes (ex. : coniféryle et sinapyle glycosylés — Wang
et al., 2004) et les acides gras insaturés (Elgareo et al., 1995) contribuent également. L’ effet
antioxydant est donc dii a une synergie multifactorielle entre plusieurs familles de composés

(Seeram et al., 2005)

Différents extraits de grenade (écorce, jus, graines) présentent une forte activité

antioxydante grace a leur richesse en composés phénoliques et flavonoides, démontrée par les
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méthodes ABTS et DPPH, ainsi que par le test de réduction du fer (Devatkal, Narsaiah, &
Borah, 2010)(Johnston et al., 2009). Méme les sous-produits cuits et la poudre d’écorce crue
montrent une efficacité notable, notamment pour ralentir I’oxydation lipidique dans la viande
de chévre (Devatkal, Narsaiah, & Borah, 2010). Les tanins comme [’acide ellagique et les
punicalagines, bien absorbés dans 1’organisme, jouent un role clé. De plus, les urolithines,
métabolites dérivés, possédent une activité antioxydante liée a leur nombre de groupes

hydroxyles et leur lipophilie (Johnston et al., 2009).

— Effet antihypertenseur de la grenade

Les polyphénols présents dans la grenade, notamment dans son jus, sont les principaux
agents responsables de son activité antihypertensive. Ils permettent de réduire I’activité de
I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ECA) de 36 % et la pression artérielle systolique
de 5 % (Xu et al. 2005 ; Wang et al. 2008). Une étude clinique a démontré qu’une
consommation quotidienne de 50 ml de jus de grenade réduit 1’épaisseur intima-média de la
carotide et la pression artérielle (Aviram et al. 2004). Des composés comme la punicalagine
stimulent la production de NO, un vasodilatateur endogene (Li et Frostermann 2000 ;
Ignarro et al. 2006 ; de Nigris et al. 2007). De plus, I’extrait de péricarpe protége les cellules
endothéliales du stress oxydatif, renforgant ainsi cet effet (Li YF et al., 2006).

— Activité antivirale

Les tanins, principaux polyphénols de la grenade, exercent une activité antivirale
notable grace a leur capacité a précipiter les protéines virales, perturbant ainsi les enzymes
virales. L extrait aqueux du péricarpe riche en tanins inhibe in vitro le HSV-2 et le HBV par
inhibition dose-dépendante de ’ADN polymérase (Zhang et al., 1995, 1997). Le jus de
grenade montre aussi une activité¢ contre le VIH-1 (Neurath et al., 2004). Par ailleurs, les
polyphénols de la grenade inhibent la réplication du virus de la grippe A/H3N2 et bloquent
I’agglutination des globules rouges (Haidari et al., 2009), la punicalagine étant identifi¢e

comme le composé le plus actif

— Effet anti-inflammatoire

Méme si I’inflammation aigu€ ou physiologique constitue une réponse bénéfique de
I’organisme face aux lésions tissulaires, une inflammation persistante peut favoriser
I’apparition de maladies immunitaires telles que la polyarthrite rhumatoide, les maladies
inflammatoires chroniques de 1’intestin (MICI), voire certains cancers, en cas de résolution

retardée (Balkwill et al., 2005). En effet, I’inflammation chronique est susceptible de
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provoquer des altérations précoces associées a la cancérogenese, en attirant des médiateurs
pro-inflammatoires solubles comme le TNF-a, des interleukines (IL-6, IL-8), des facteurs
d’activation transcriptionnelle (NF-kB), ainsi que des lipides bioactifs tels que les

eicosanoides (prostaglandine E2, produits dérivés de la lipoxygénase) (Lansky et al., 2007).

Les composés anti-inflammatoires de la grenade ont été principalement étudiés dans les
graines. Les recherches ont révélé que les polyphénols et les acides gras constituent les
principaux agents responsables de cet effet. L’extrait obtenu a partir de I’huile de graines
pressées a froid, riche en polyphénols et en acides gras, a montré une inhibition de 31 a 44 %
de la cyclooxygénase de mouton et de 69 a 81 % de la lipoxygénase de soja, tandis que
I’extrait de jus fermenté a permis d’inhiber cette derniére enzyme a hauteur de 21 a 30 %

(Schubert et al., 1999).

Une autre étude a confirmé que les polyphénols issus de I’huile de graines pressées a
froid pouvaient inhiber les voies de signalisation inflammatoire dans des cellules de cancer
colorectal (Adams et al., 2006). Quant a I’acide punicique, principal acide gras contenu dans
les graines de grenade, il est reconnu pour ses propriétés anti-inflammatoires, notamment par

sa capacité a inhiber la biosynthése des prostaglandines (Nugteren et al., 1987).

— Effet antidiabétique de grenade

Les fleurs de grenade présentent une activité antidiabétique démontrée dans plusieurs
modeles animaux. Leur action repose sur divers mécanismes : amélioration de la sensibilité
des récepteurs a I’insuline, augmentation de I’utilisation périphérique du glucose, inhibition

de I’absorption intestinale du glucose, et effet antioxydant.

L’extrait méthanolique des fleurs a réduit la glycémie chez les rats diabétiques de type 2
(ZDF), en stimulant I’expression de PPAR-y et en restaurant celle du transporteur GLUT-4
(Tom et al., 2005). L’acide gallique serait le principal composé actif. L’extrait aqueux a
¢galement abaissé la glycémie a jeun et corrigé les déséquilibres lipidiques et oxydatifs chez
les rats diabétiques (Bagri et al., 2009). De plus, 1’extrait hydro-éthanolique a exercé un effet
hypoglycémiant chez les rats normaux et diabétiques, en partie par une meilleure utilisation
du glucose et une réduction de son absorption intestinale (Jafri et al., 2000). (Enfin, Li et al.
2005) ont montré une amélioration de I’hyperglycémie postprandiale chez des modéles

animaux obéses et diabétiques, grace a 1’inhibition de 1’a-glucosidase intestinale.
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CHAPITRE II1 La résistance Bactérienne

I-1- Définition Bacterie

Les bactéries (Bacteria) sont un domaine d'organismes vivants procaryotes présents
dans tous les milieux. Le plus souvent unicellulaires, elles sont parfois pluricellulaires
(généralement filamenteuses), la plupart des espéces bactériennes ne vivant pas
individuellement en suspension, mais en communautés complexes adhérant a des surfaces au

sein d'un gel muqueux (biofilm) (Yala D et al.,2021).

Les bactéries présentent de nombreuses formes : sphériques (coques), allongées ou
en batonnets (bacilles) et des formes plus ou moins spiralées. L’¢étude des bactéries est la

bactériologie, soit une des nombreuses branches de la microbiologie.

I1 existe environ 10 000 espéces connues a ce jour (Krichen, F et al., 2015), (Vijayabaskar,
P et al., 2012), mais la diversité réelle du groupe est probablement supérieure. L'estimation du
nombre des especes oscillerait entre 5 et 10 millions (Kontiza, I et al ., 2018), (Candan F et
al ., 2023) .Un nombre important de bactéries vit dans le corps humain, d'ordre comparable a
la quantité des cellules qui le constituent, mais la masse de ces dernicres est plus importante.
La plupart de ces bactéries sont inoffensives ou bénéfiques pour l'organisme. Il existe
cependant de nombreuses espéces pathogeénes a l'origine de beaucoup de maladies
infectieuses.

I-2- Biofilms

Les biofilms sont définis comme des communautés tridimensionnelles, multi
microbiennes et bien organisées, composées d’un ensemble de micro-organismes enrobés
dans une matrice polymérique auto-produite, adhérant les uns aux autres sur des surfaces
biotiques ou abiotiques. A 1’origine, un petit groupe de cellules ou une seule cellule se divise
et se différencie pour former une structure dite complexe (O'Toole & Kolter., 1998). La
population bactérienne au sein du biofilm peut étre homogene ou hétérogeéne. Bien que les
biofilms soient souvent per¢us comme potentiellement nuisibles dans les domaines cliniques
et divers secteurs industriels, de nombreux biofilms présentent des effets bénéfiques, comme
le montrent plusieurs rapports (Unal Turhan et al., 2019). Les biofilms bénéfiques ont une
large gamme d’applications dans les domaines agricoles, médicaux, environnementaux,
alimentaires, entre autres, incluant les biofertilisants, les agents antibactériens et
antimicrobiens, la filtration, la prévention de la corrosion, le traitement des eaux usées,
I’antifouling, les piles a combustible microbiennes, la bioremédiation et la fermentation

alimentaire (Unal Turhan et al., 2019)(Qureshi., 2009).
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I-3- Le processus de formation des biofilms bactériens

La formation des biofilms est un processus complexe et dynamique qui peut étre divisé
en cinq étapes distinctes (Fig. 1B)(Shanshan et al., 2021).Il est & noter que méme les
biofilms morts peuvent favoriser I'adhésion d'autres cellules microbiennes et contribuer a la

régénération du biofilm.

Le mode de vie en biofilm débute par ’attachement des bactéries a une surface, en
commengant par la phase d’adhésion réversible. A ce stade, les bactéries planctoniques
s’attachent temporairement au substrat par des interactions électrostatiques, de van der Waals
et hydrophobes. La deuxiéme étape correspond a 1’adhésion irréversible, au cours de laquelle
les bactéries sécrétent des substances polymériques extracellulaires (EPS), favorisent la
croissance de la colonie et forment une couche de nanogel qui entoure les cellules

bactériennes.

La troisiéme étape est marquée par 1’augmentation des microcolonies, caractérisée par
la formation précoce et la prolifération de petites colonies. Ensuite, a la quatriéme étape,
appelée phase de maturité compléte, le biofilm adopte une structure tridimensionnelle mature.
Enfin, au cours de la phase de vieillissement et de diffusion, certaines enzymes dégradent le
substrat, permettant aux bactéries de retrouver leur forme planctonique. Ces bactéries
planctoniques peuvent alors rechercher de nouveaux nutriments et surfaces, assurant ainsi la

perpétuation du cycle du biofilm
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ACompositionof biofilm. (1) Exopolysaccharides; (2) Deoxyribonucleic acid (DNA);
(3) Water channels; (4) Planktonic bacteria; (5) Surface bacteria; (6) Protein; (7) Nutrient
deficient bacteria; (8) Enzymes. (B) Schematic diagram of biofilm formation. (1) Reversible
attachment stage; (2)Irreversible attachment stage; (3) Microbial colony formation stage; (4)

Biofilm maturation stage; (5) Bacterial shedding/diffusion stage (Shanshan et al., 2021)
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I-4- Propriétés des biofilms bactériens

Electronégativité : la majorité des substances présentes dans les biofilms bactériens sont
de nature anionique, ce qui confére a la surface du biofilm une charge négative (Sharma et

al., 2023).

Hydrophobicité : la couche externe du biofilm contient généralement des lipides, des
polysaccharides méthylés et acétylés, ainsi que des protéines, contribuant & son caractére
hydrophobe. Cette zone hydrophobe joue un rdéle protecteur en isolant les cellules
bactériennes des influences extérieures et en empéchant l'invasion de molécules étrangeres

(Flemming & Wingender, 2010).

Acidité : le biofilm géneére un microenvironnement anoxique, pauvre en nutriments et
acide. Les bactéries situées en surface consomment rapidement l'oxygene, induisant une
hypoxie relative a I'intérieur du biofilm. De plus, les processus anaérobies produisent de
nombreux métabolites acides, aboutissant & un environnement a pH faible (Cam & Badilli,

2024).

Abondance en enzymes : lors de la colonisation bactérienne et de la formation du
biofilm, les bactéries sécretent diverses enzymes, notamment celles capables de dégrader ou
modifier les antibiotiques. Ces enzymes peuvent altérer la structure moléculaire des
antibiotiques avant qu’ils n’atteignent les cellules bactériennes, réduisant ou annulant ainsi

leur efficacité et contribuant a la résistance aux antibiotiques.

Diversité des toxines : les toxines présentes dans les biofilms bactériens comprennent
principalement des exotoxines et des endotoxines, toutes deux nuisibles pour I’hote. Les
exotoxines sont des protéines ou peptides sécrétés par les bactéries, pouvant endommager
directement les cellules de I’hdte ou perturber leurs fonctions normales. Les endotoxines
désignent principalement les lipopolysaccharides (LPS) présents dans la paroi cellulaire des
bactéries Gram négatif. Lors de la lyse bactérienne, les LPS sont libérés, déclenchant une
réponse immunitaire susceptible d’entrainer inflammation et fievre. Par exemple, les biofilms
de Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) contiennent une quantit¢é importante
d’endotoxines, capables de provoquer de fortes réactions inflammatoires lors de leur

libération.
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I-5- Mécanisme d'élimination des bactéries, méthodes et moyens

Si l’organisme ne disposait pas de défenses contre les infections, il serait
rapidement submergé par les micro-organismes. Ces défenses nécessitent un corps vivant et
fonctionnant correctement. Un corps mort commence a se dégrader presque immédiatement,

car ses défenses ne fonctionnent plus.

Les barriéres naturelles et le systtme immunitaire défendent I’organisme contre les

organismes qui peuvent étre a 1’origine d’infections (Fabbri, E et al ., 2018)

La peau, les muqueuses, les larmes, un bouchon de cérumen, le mucus et ’acide
gastrique constituent des barrieres naturelles. De plus, le débit urinaire normal élimine les

germes qui pénétrent dans 1’appareil urinaire.

Le systéeme immunitaire utilise les globules blancs et les anticorps pour identifier et
supprimer les organismes qui parviennent a traverser les barriéres naturelles de 1’organisme

(Terracciano, M et al ., 2016).

I-6- substances antibactériennes

Les substances antibactériennes sont des agents chimiques ou naturels capables
d'inhiber la croissance des bactéries ou de les tuer. Elles sont utilisées pour traiter les
infections bactériennes chez I’humain, les animaux, ou dans des applications industrielles,

alimentaires et d’hygiene.

Catégories principales de substances antibactériennes:

1- Antibiotiques
e Produits naturellement par des micro-organismes ou synthétisés en laboratoire.
e Exemples:
v" Pénicilline (agit sur la paroi bactérienne)
v' Tétracycline (inhibe la synthése des protéines)
v" Ciprofloxacine (interfére avec I’ADN bactérien)
2- Antiseptiques
e Utilisés sur la peau ou les muqueuses pour prévenir les infections.
e Exemples:
v Chlorhexidine
v' lode (bétadine)
v Alcool éthylique ou isopropylique
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3- Désinfectants
e Utilisés sur des surfaces ou objets inanimés.
e Exemples:
v Eau de Javel (hypochlorite de sodium)
v’ Peroxyde d’hydrogéne
v" Ammonium quaternaire
4- Produits naturels
e (ertaines plantes ou substances biologiques ont des propriétés antibactériennes.
e Exemples:
v Ail (allicine)
v" Miel de Manuka
v" Huiles essentielles (ex. : tea tree, origan)
5- Peptides antimicrobiens
e Petites protéines produites par des organismes vivants (dont 1’humain) pour se
défendre contre les infections.

e Exemples : défensines, cathelicidines (Papari, G et al ., 2016).

Mécanismes d’action:

e Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire

e Altération de la membrane cellulaire

e Inhibition de la synthese des protéines

¢ Inhibition de la synthése de I’ADN ou de ’ARN

e Perturbation des voies métaboliques bactériennes (Caicedo, N et al ., 2019).
I-7- familles d'antibiotiques

Les familles d'antibiotiques regroupent les antibiotiques selon leur structure chimique et leur
mécanisme d'action. Chaque famille a des spectres d'activité, des indications et des résistances

spécifiques.

Voici les principales familles d'antibiotiques:
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Tableau: récapitulatif (format simplifié)

Famille Cible/Mécanisme Exemples Spectre principal
Béta-lactamines Paroi bactérienne Am(')xici‘l line, Large, surtout Gram +
Imipénéme
Macrolides Ribosome 50S Azithromycine | Gram +, intracellulaires
Aminosides Ribosome 30S Gentamicine Gram -
Tétracyclines Ribosome 30S Doxycycline Large spectre

Quinolones ADN gyrase/topoisomérase | Ciprofloxacine | Gram -, certains Gram +

Acide folique (inhibition

Sulfamides enzymatique) Bactrim Gram +/-, Pneumocystis
Glycopeptides Paroi bactérienne Vancomycine Gram + uniquement
Oxazolidinones Ribosome 50S Linezolide Gram + résistants
Lincosamides Ribosome 50S Clindamycine Anaérobies, Gram +
Nitroimidazoles ADN (effet toxique) Meétronidazole Anaérobies, parasites

I-8- Extraits de plantes aux propriétés antibactériennes (Ko et al., 2012)
1. Flavonoides (dont Quercétine)
e Quercétine
o Famille: flavonols.
o Sources : oignons rouges, pommes, thé vert, raisins, capres.
o Propriétés :

» Antibactérienne (contre E. coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa).
» Antivirale, antioxydante, anti-inflammatoire.
o Mécanisme :

* Perturbation de la membrane bactérienne.

» Inhibition des enzymes bactériennes.

= Synergie possible avec certains antibiotiques.

e Autres flavonoides : catéchines (thé vert), apigénine (persil), kaempférol (choux)
2. Huiles essentielles

o Extraits aromatiques trés concentrés issus de plantes.
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o Exemples:
o Origan (carvacrol, thymol).
o Tea tree (Melaleuca alternifolia).
o Cannelle (aldéhyde cinnamique).
e Propriétés:
o Antibactériennes, antifongiques, antivirals.
o Action sur les membranes bactériennes et biofilms.
3. Alcaloides
o Composés organiques contenant de I’azote.
o Exemples:
o Berbérine (issue de Berberis vulgaris, Hydrastis canadensis).
= Actif contre Staphylococcus, E. coli, Helicobacter pylori.
o Quinidine, capsaicine
e Mécanisme:
o Altération de la membrane cellulaire bactérienne.
o Inhibition des protéines de transport ou de synthese.
4. Tanins
o Polyphénols astringents présents dans de nombreuses plantes.
e Sources : écorces d’arbres, theé, vin, chataignier
e Propriétés :
o Précipitent les protéines bactériennes.
o Inhibent la croissance de Salmonella, Listeria, etc.
5. Saponines
e Glycosides naturels a effet tensioactif.
e Sources : soja, pois chiche, réglisse, ginseng.
e Propriétés :
o Perturbation des membranes bactériennes.
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o Activité antimicrobienne modérée a forte selon la plante.
6. Acides phénoliques
o Exemples : acide caféique, acide rosmarinique, acide gallique.
e Sources : romarin, basilic, thym, thé.
e Activités :
o Antioxydantes et antibactériennes.
o Inhibition de la croissance bactérienne et des biofilms.
I-9- Exemple d’utilisation : Synergie avec les antibiotiques (Li et al., 2014)

Certains extraits de plantes (dont la quercétine, la berbérine ou les huiles essentielles)

peuvent :
o Augmenter Defficacité des antibiotiques.
e Réduire la résistance bactérienne.

e Cibler les biofilms (forme résistante des bactéries).
I1I. Anomatériaux antibactériens

De nombreux nanomatériaux possédent une activité antibactérienne intrinseéque ou

servent de vecteurs de molécules actives. Voici les plus connus :

I1.1. Nanoparticules métalliques

Argent (AgNPs)

Tres puissant antibactérien

e Meécanismes d’action :

o Libération d’ions Ag* qui perturbent les membranes bactériennes.
o Stress oxydatif (ROS).

o Inhibition de I’ADN et des enzymes.

Actif contre : E. coli, S. aureus, bactéries résistantes.

Utilisation : pansements, textiles, revétements médicaux.
Zinc (ZnO), Oxyde de zinc

e Géncre des espéces réactives de I’oxygéne (ROS)
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e Bonne photostabilité et compatibilité.
e Actif surtout sous lumiere UV.
Oxyde de titane (TiO;)
e Activité photocatalytique (sous UV).
e Géncre des ROS (especes réactives de 1’oxygene).
o Utilisé dans des revétements, peintures antimicrobiennes.
Cuivre (CuNPs)
e Moins cher que I'argent.
o Libére des ions Cu?* toxiques pour les bactéries.
o Actif contre Salmonella, E. coli, MRSA.
I1.2. Nanomatériaux carbonés
Graphéne & oxyde de graphene (GO)
e Tranchants au niveau nanométrique : endommagent les membranes bactériennes.
e Capacité a adsorber et libérer des substances actives.
» Effet synergique avec d’autres agents antibactériens.
Nanotubes de carbone (CNTSs)
e Propriétés mécaniques et électriques intéressantes.
e Peuvent percer les membranes cellulaires bactériennes.
o Parfois fonctionnalisés pour améliorer leur effet antibactérien.
I1.3. Nanoargiles et nanocomposites
o Utilisés pour piéger ou libérer des substances antibactériennes.
o Utiles en emballage alimentaire, médecine régénérative, cosmétique.
o Ex. :nanoclay combinée a la quercétine ou aux huiles essentielles.
I1.4. Nanoparticules polymériques
e Vecteurs de molécules naturelles ou antibiotiques.
e Exemples :

o Nanoparticules de chitosane (naturellement antibactérien).
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o Nanogels ou nanoémulsions pour libération contrdlée.

Applications des nanomatériaux antibactériens

Domaine Utilisation concrete
Médical Pansements, cathéters, implants, endoprothéses
Cosmétiques Crémes, gels, dentifrices
Textiles Vétements antibactériens, masques, chaussettes
Emballage Films alimentaires antimicrobiens
Construction Peintures, revétements de surfaces auto-désinfectantes
Eau/environnement | Filtres purifiants, désinfection, membranes
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I.Matériel

I.1.Matériel végétale

Les écorces de grenade (Punica granatum) sont des matiéres végétales riches en composés
polyphénoliques tels que l'acide ellagique et les flavonoides, ce qui leur confére des propriétés
antioxydantes et antibactériennes. Elles ont ¢été utilisées dans diverses applications
environnementales et pharmaceutiques, notamment dans la synthése de nanoparticules,
servant d'agents réducteurs et stabilisants naturels. (Sundararajan et al., 2016)

I.1.2. Préparation et conservation de la poudre de fruit de grenade:
Les écorces de fruits restants ont été séchés et broyées jusqu'a I'obtention d'une poudre

granulée fine. Cette poudre est nécessaire a la préparation des extraits. Pour éviter toute

contamination de la poudre obtenue, celle-ci est conservée a l'air libre et humidifiée.

Figure -1 : Schéma illustrant les principales étapes de la poudre d’écorces de grenade (Punica

granatum,).
1.2.Souches bactériennes :
1.2.1 Escherichia coli (E. coli):

Escherichia coli est une bactérie a Gram négatif appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae. Elle est naturellement présente dans I’intestin humain et animal. Bien que

la plupart des souches soient inoffensives, certaines, comme E. coli O157:H7, peuvent
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provoquer des maladies graves telles que la diarrhée hémorragique et I’insuffisance rénale.

(Todar., 2020)
I.2.2 Salmonella :

Les Salmonella sont des bactéries a Gram négatif responsables d'infections alimentaires
comme la salmonellose. Elles se transmettent par I'ingestion d'aliments ou d'eau contaminés,
et provoquent des symptomes tels que diarrhée, fievre et douleurs abdominales (Centers for

Disease Control and Prevention [CDC]., 2023).
1.2.3. Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram positif naturellement présente sur la
peau et les muqueuses. Elle peut provoquer diverses infections cutanées, intoxications
alimentaires, et dans certains cas, des maladies graves comme la septicémie ou la pneumonie.
Certaines souches, comme le SARM (MRSA), sont résistantes aux antibiotiques (Tong et al.,

2015).
I.2.4. Bacillus subtilis:

Bacillus subtilis est une bactérie a Gram positif en forme de batonnet, connue pour sa
capacité a former des spores. Elle est largement utilisée comme modéele en microbiologie ainsi

que dans l'industrie pharmaceutique. Elle est généralement non pathogéne (Earl et al., 2008).

I1. Méthodes :

I1.1. Préparation de I’extrait :

La macération est un procédé qui consiste a laisser la matiere végétale en poudre dans
un liquide afin d'en extraire les principes actifs solubles. Il s'agit d'une extraction réalisée a
température ambiante La méthode d'extraction utilisée est de 10 g de poudre de grenade pour
100 ml de solvant (eau distillée). Ensuite, il a été placé dans un agétateur électrique pendant

24 heures a température ambiante.

Apres I'étape d'extraction, le liquide extrait a été filtré a 'aide de papier filtre Fisher

standard et récupéré les filtres.

Nous séchons I'extrait végétal brut afin d'éliminer le solvant et d'obtenir un extrait
concentré et sec. Celui-ci est ensuite conservé dans un récipient hermétique, a I’abri de la

lumicre et a température ambiante, afin de préserver ses propriétés bioactives.
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Figure -2 :Les étapes de préparation de I’éxtrait végétale a partir des écorces de grenade.

I1.2. Criblage phytochimique :

Identification des composés phytochimiques présents dans l'extrait 1'écorces de grenade
(punica granaturme) polyphénols, flavonoides, alcaloides, terpénoides, saponines, tannins,
coumarine, glycosides, etc.) selon les méthodes standard (Harborne., 1973) (Trease et

Evans, 1989) (Sofowara., 1993) (Bekro et al., 2007).
I1.2.1 : polyphénoles :

2mL de l'extrait ont recu quelques gouttes d'une solution de FeCl3 a 2 % (p/v). FeClI3

prend une coloration verdatre ou bleu-noiratre en présence de
I1.2.2. Flavonoide :

ImL de H2SO4, SmL d'ammoniaque diluée et 5 mL de 'extrait a analyser. La présence

de flavonoides est due a la couleur jaune.
I1.2.3. tanine :

Dans un tube a essai, mélanger SmL d'extrait avec 1mL d'une solution aqueuse de
chlorure ferrique (FeCl3) a 2 %. La teneur en tanins est indiquée par une teinte verdatre ou

bleu-noiratre.
I1.2.4. Alcaloides :

Pour l'analyse, ajouter 1mL d'extrait dans chacun des deux tubes a essai. Apres avoir

ajouté quelques gouttes d'HCI pour acidifier le milieu, remplir le premier tube avec des
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gouttes de réactif de Mayer et le second avec des gouttes de réactif de Wagner. La présence

d'alcaloides se manifeste par la formation d'un précipité blanc ou brun, selon le cas.
I1.2.5. Terpénoides :

Dans un tube a essai, ajouter 3mL d'acide sulfurique fort, 2 mL de chloroforme et SmL

d'extrait végétal. Les terpénoides sont responsables de la couleur brun rougeatre.
I1.2.6 Saponines :

L'extrait aqueux est ajouté a 10 mL d'un tube a essai. Le tube est agité pendant quinze
secondes, puis laissé au repos pendant quinze minutes supplémentaires. La présence de

saponines est indiquée par une mousse continue de plus de 1 cm.
I1.2.7. Glycosides cardiaques

ImL de I'extrait est mélangé a 2mL de chloroforme. Ensuite, du H.SOs est ajouté avec
précaution a l'intérieur du tube a essai. La présence d'une portion glycone dans un glycoside

cardiaque est indiquée par sa teinte brun rougeatre.
I1.2.8. Coumarines

par l'ajout de quelques mL de NaOH.

I1.2.9. Quinones

Un millilitre d'extrait brut est mélangé a de la NaOH diluée. Les quinines sont indiquées

par une coloration bleu-vert ou rouge.
I1.2.10. Stéroides

Cing gouttes de H2SO4 pur ont été ajoutées a 1 millilitre d'extrait. La couleur brun

rougeatreindique la présence de stéroides.
I1.3. Quantification des composés phytochimiques
I1.3.1. Estimation des composés phénoliques tataux :

La méthode de Folin-Ciocalteu (Slinkard et Singleton., 1977) a été utilisée pour
déterminer la quantité totale de composés phénoliques. 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu a
10 % et 0,2 mL d'extrait d’écorce de grenade ont été ajoutés. Aprés 4 minutes, 0,8 mL de

carbonate de sodium (75g/L) ont été ajoutés.
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A température ambiante, aprés 2 h d'incubation, I'absorbance a été mesurée & 765 nm.
L'acide gallique a été utilisé comme étalon pour I'équation d'étalonnage linéaire ; la teneur en
composés phénoliques totaux a été exprimée en pg d'équivalent d'acide gallique par mg

d'extrait.
11.3.2. Estimation des flavonoides totaux :

Pour déterminer la teneur totale en flavonoides de l'extrait d’écorce de grenade la
méthode colorimétrique au chlorure d'aluminium (AICI13) a été utilisée (Ahn et al., 2007) ;
1 mL de la solution d'AICI3 est mélangé a 1 mL de I'échantillon, le méme volume étant utilisé
pour 1'étalon, et les résultats sont déterminés a 1'aide d'une équation d'étalonnage linéaire avec
la quercétine comme étalon. Aprés 30 minutes, 1'absorbance a 430 nm est mesurée par rapport
au blanc réactif préparé. Les résultats sont exprimés en ug de quercétine par milligramme

d'extrait.
11.3.3. Estimation des tanins condensés :

La quantité de tanins dans les heures supplémentaires de la journée. Punica granatum
est plus adapté au développement des techniques de Broadhurst et Jones (1978).
0,5 ml de Chantillon avec un mélange de 3,0 ml de vanille (vanilline a 4% p/v dans le
méthanol) avant d'ajouter 1,5 ml d'acide chlorhydrique a 8%. Aprés quelques minutes,
I'absorption de la réaction est mesurée a 500 nm en appliquant de l'eau. La valeur de la
catéchine est utilisée pour augmenter les quantités d'échantillon et le standard d'absorption.

Les résultats sont extraits des kilos en trop divisés en ug de catéchine.
I1.4. Synthese verte de nanoparticules
I1.4.1. Synthése écologique de nanoparticules d'oxyde de zinc :

Avec des modifications mineures, des nanoparticules d'oxyde de zinc (NP de ZnO) ont
été créées selon une technique précédemment décrite par Azzi M et al. (2024). Cette méthode
de synthese respectueuse de l'environnement consistait a mélanger 5ml d'extrait aqueux
d'écore de gronade a 100 ml d'une solution de Zn(CHsCO:): 0,5 M. A l'aide d'un agitateur
magnétique le mélange a ét¢ agité pendant 10 minutes a température ambiante. Dans le méme
temps, une solution de NaOHO0.02M a été préparée pour atteindre progressivement un pH de
12 4 l'aide d'une pH-métre. Le mélange obtenu a été agité en continu a 150 tr/min pendant
une 2 heure, pendant la période d'incubation. Le sel bioréduit est devenu visible sous forme

d'un précipité blanc jaunatre qui s'est déposé au fond du flacon. Plusieurs redispersions dans
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de I'eau déionisée ont été¢ nécessaires a la purification, et une centrifugation a été réalisée a
4000 tr/min pendant 20 minutes. Lavé trois fois avec de 1'eau distillée et la quatrieme fois
avec de 1'éthanol. Le produit final, une poudre blanche, a été séché dans un four a 500 °C

pendant toute la nuit avant d'étre stocké pour une utilisation ultérieure (Azzi et al., 2024) .

Figure -3 : Préparation des nanoparticules de ZnO a partir des écorces de grenade.

IL.5. Caractérisation des nanoparticules de ZnO :

Il existe plusieurs outils et techniques permettant d'identifier les caractéristiques des
nanoparticules de ZnO synthétisées. Ces techniques sont nécessaires et spécifiquement
utilisées pour distinguer les nanoparticules de ZnO selon leur aspect, leur taille, leur
distribution, leur forme, leur morphologie, leur surface spécifique et toutes les mesures liées a
I'évaluation des propriétés physico-chimiques . Nous allons ici aborder les outils et techniques
les plus courants et les plus importants utilisés pour la caractérisation des nanoparticules de

ZnO0.
IL.5.1. Spectrophotométre UV-Vis (UV-Vis)

Les caractéristiques optiques et I'énergie de bande interdite de ces nanoparticules ont été
évaluées en enregistrant les spectres d'absorbance a 1'aide d'un spectrophotomeétre UV-visible
(Shimadzu UV-2450, Etats-Unis) dans la gamme de longueurs d'onde de 200 4400 nm pour
les ZnO NP. La bande interdite d'énergie (Eg) des nanoparticules a été¢ déterminée a I'aide des

équations de Tauc (Broadhurst & Jones, 1978).
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I1.5.2. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) en mode réflexion diffuse,
réalisée avec un spectrometre de réflexion totale atténuée Thermo Scientific-Nicolet iS5, a été
utilisée pour détecter les groupes fonctionnels présents dans les nanoparticules. Les spectres
enregistrés s'étendaient de 4 000 a 400 cm-1, grace a une approche par pastilles de KBr.

(Broadhurst & Jones, 1978) .
I1.5.3. Diffraction des rayons X (DRX)

Pour évaluer la cristallinité et la granulométrie des nanoparticules synthétisées vertes,
une analyse par diffraction des rayons X sur poudre (DRX) a été réalisée a l'aide d'un
rayonnement K du cuivre avec un diffracteur a rayons X (Mini Flex 600 Rigaku; A =
1,5406 A), couvrant la plage 20 de 25 a 90. En choisissant le pic principal présentant
l'intensité la plus élevée, 1'équation de Scherrer (équation 02) a été utilisée pour calculer la

taille des cristallites.

Ou D représente la taille des cristallites, k désigne le facteur de forme (0,9), 4 est la
longueur d'onde (0,154281 nm, CuKa), h représente la largeur a mi-hauteur (FWHM) et
I'angle de diffraction est 8. (Broadhurst & Jones, 1978).

I1.6. Activité antioxydante
Dosage du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) :

Le pouvoir antioxydant réducteur ferrique d’extrait d’écorce de grenade et des
nanoparticules a été mesuré selon la méthode d'Oraiza (1986), avec quelques modifications.
Des concentrations de 50 a 1000 pg/ml d'échantillons ont été mélangées avec 1 ml de
ferricyanure de potassium (1 %) et de tampon phosphate (0,2 M, pH = 6,6). Apres ajout de 0,5
ml d'acide trichloracétique (10 % p/v), les échantillons ont été¢ centrifugés pendant 10
minutes. Une quantité¢ identique de surnageant et d'eau déionisée, ainsi que 0,125 ml de
chlorure ferrique (0,1 %), ont été combinés. Le méme procédé a été utilis€é pour l'acide

ascorbique comme témoin positif.

L'absorbance a ét¢é mesurée a l'aide d'un spectrophotometre UV-visible a 700 nm.
L'activité antioxydante totale (FRAP) a été mesurée en milligrammes d'AAE par milligramme

d'échantillon (Laouini et al., 2021).
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I1.7. Préparation de nanoparticules de zinc enrobées de médicament (quercétine et

amoxicilline).
I1.7.1. Préparation de ZnO enrobé de quercétine :

Pour préparer des nanoparticules de zinc chargées de quercétine (ZnO), une solution de
quercétine a été préparée en dissolvant 25 mg de quercétine dans 20 ml d'eau/éthanol, et
différentes concentrations de ZnO (1, 3 et 5 mg/ml) ont été dispersées sous agitation continue
pendant 2 a 4 h a l'aide d'un agitateur magnétique. Ensuite, nous avons utilisé¢ un bain a
ultrasons a 42 °C pendant 30 min pour améliorer 1'adsorption a la surface des particules.
Aprées avoir centrifugé les échantillons (10 000 a 15 000 tr/min pendant 10 a 20 minutes),
nous lavons le sédiment avec de I'eau distillée ou de 1'éthanol pour éliminer toute créatine non

liée (Sharma et al., 2023).

* Sécher la poudre chargée de quercétine dans un séchoir sous vide a 40°C pendant 12 a

24 heures (Sharma et al., 2023).

Figure -4 :: Préparation de ZnO enrobé de quercétine dans I’aboratiore.

I1.7.2. Préparation de Zn O enrobé d'antibiotique (amoxicilline) :

Pour préparer des nanoparticules de zinc (Zn O) chargées d'amoxicilline, une solution
d'amoxicilline a été préparée en dissolvant 25 mg d'amoxicilline pour injection intraveineuse
(0,5 mg/ml) dans 50 ml d'eau distillée, et différentes concentrations de Zn O (1, 3 et 5 mg/ml)
ont été dispersées sous agitation continue. Ensuite, nous avons utilisé un bain a ultrasons a 42
°C pendant 30 min pour améliorer l'adsorption a la surface des particules. Apreés avoir
centrifugé les échantillons (10 000 a 15 000 tr/min pendant 10 a 20 minutes), nous lavons le

sédiment avec de 1'eau distillée ou de 1'éthanol pour éliminer tout antibiotique non lié.
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*Sécher la poudre chargée d’antibiotiques dans un séchoir sous vide a 40°C pendant 12 a 24

heures (Mohammed et al., 2025).

Figure -5 : : Préparation de ZnO enrobé de amoxicilline dans 1’aboratiore
I1.8. Activité antibactérienne
Effet de nanoparticules sur la formation du biofilm

Afin d’évaluer I’effet de trois nanoparticules différentes (PNA, PNB, PNC) sur la
formation de biofilm, des cultures bactériennes en phase stationnaire ont été¢ diluées et
transférées dans une plaque microtitrée a 96 puits. Une concentration sous-inhibitrice de
chaque nanoparticule, préparée a partir d'une solution mére de 250 ug/mL et diluée en six
concentrations décroissantes, a ¢té ajoutée aux puits. La plaque a été incubée a 37°C pendant

24 heures sans agitation.

Pour quantifier les cellules formant le biofilm, le surnageant des cultures a été ¢limine,
et chaque puits a été lavé deux fois avec une solution tampon phosphate salin (PBS) afin
d’éliminer les cellules non adhérentes. Les puits ont ensuite été séchés a ’air, puis colorés
avec 200 uL de cristal violet a 0,1% pendant 30 minutes. Apres élimination du colorant, la
plaque a été rincée a 1’eau distillée. L’intensité de la coloration des cellules fixées (indiquant
la biomasse du biofilm) a ¢ét¢ mesurée a 570 nm a 1’aide d’un lecteur de microplaque, apres

addition de diméthylsulfoxyde (DMSO).

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été définie comme étant la plus faible
concentration de nanoparticule empéchant la croissance bactérienne visible. Pour déterminer
la concentration minimale bactéricide (CMB), 5 uL de chaque suspension diluée ont été

déposés sur des milieux MHB, puis incubés a 37°C pendant 12 heures (Guo et al., 2021).
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e PNA: ZnO calciné NPs
e PNB: Zn O @ Amoxicilline NPs
e PNC:ZnO@ @QuercétineNPs
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Figure -6: Effet des nanoparticules de ZnO sur la formation du biofilm bactérien (PNA, PNB,
PNC).

I1.9. Activité anti-inflammatoire

Evaluation comparative de ZnO pour Dinhibition de la dénaturation des protéines

induite par la chaleur

L'activité anti-dénaturation de quatre composés d'origine végétale - codés sous le nom
de XXXXX — a été évaluée a I’aide d’un test de dénaturation de I’albumine sérique bovine
(albumine sérique bovine). L'expérience a été réalisée dans des tubes a essai avec un volume

final de réaction ne dépassant pas 3,0 mL. Une solution fraiche d’albumine sérique bovine a
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0,4 % (p/v) a été préparée dans du tampon Tris salin (TBS), et le pH a été ajusté a 6,4 a I’aide

d’acide acétique glacé si nécessaire.

Chaque extrait végétal a été dissous dans de I’eau distillée et testé a six concentrations :
40, 20, 10, 5, 2,5 et 1,25 mg/mL. Pour chaque réaction, 1,0 mL de la solution d’albumine
serique bovine a été transféré dans un tube a essai, suivi par 1’ajout d’un volume mesuré de la
solution d’extrait végétal correspondant a la concentration souhaitée. Le volume total a été

ajusté a 2,5 mL avec de I’eau distillée.

Les témoins négatifs étaient constitués uniquement d’albumine sérique bovine et d’eau
distillée sans extrait, tandis que les témoins positifs ont été préparés en remplacant 1’extrait
par de I’aspirine aux concentrations équivalentes, servant ainsi de référence standard. Tous les
tubes ont été incubés a 37 °C pendant 15 minutes, puis soumis a une dénaturation thermique
en les chauffant a 55 °C pendant 10 minutes dans un bain-marie. Les échantillons ont ensuite

¢été refroidis a température ambiante pendant 20 minutes.

La turbidité, reflétant le degré de dénaturation des protéines, a été mesurée par lecture
de D’absorbance a 660 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV-visible. Une valeur
d’absorbance plus faible indiquait une inhibition plus ¢élevée de la dénaturation des protéines,
traduisant D’effet protecteur de 1’échantillon contre 1’agrégation des protéines induite par la

chaleur (Bailey-Shaw et al., 2017).

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé selon la

formule suivante:

ey e, Absorbance du témoin — Absorbance de I’échantillon
% Inhibition = x 100

Absorbance du témoin

Ou:

e Absorbance du témoin = Témoin négatif (sans XXXXX)

e Absorbance de I’échantillon = Valeur obtenue a partir des échantillons traités avec
I’extrait végétal ou I’huile (Bailey-Shaw et al., 2017).
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7

Figure -7 :: Etapes expérimentales de ’évaluation de I’activité anti-inflammatoire par

inhibition de la dénaturation des protéines (d’albumine sérique bovine).
I1.10. Analyse statistique:

L’analyse des données a été réalisée a 1’aide du logiciel Microsoft Excel. Les moyennes
des différents paramétres étudiés ont été calculées, et des graphiques ont été élaborés afin de
visualiser les variations et les tendances observées au sein des résultats. Cette approche
descriptive a permis une interprétation claire et synthétique des données recueillies au cours

de I’étude
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Ces dernicres années, I’intérét pour la nanotechnologie s’est accru en raison des
propriétés uniques des matériaux lorsqu’ils sont réduits a 1’échelle nanométrique, notamment
en termes d’activité chimique, d’efficacité biologique et de multiples applications dans divers
domaines tels que la médecine, la pharmacie, 1’agriculture et méme I’industrie. Parmi ces
matériaux, les nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO-NP) ont attiré 1’attention des chercheurs
en raison de leurs propriétés antibactériennes et anti-inflammatoires, et de leur capacité a

interagir avec les cellules de maniére efficace.

D’autre part, on observe une tendance mondiale vers 1’adoption de méthodes
respectueuses de I’environnement pour la préparation des nanomatériaux, comme alternative
aux méthodes physiques et chimiques qui peuvent étre coliteuses ou nocives pour la santé et
I’environnement. L une de ces méthodes est la « synthése verte », qui repose sur 1’utilisation
d’extraits de plantes comme source naturelle d’agents réducteurs et stabilisants pendant le

processus de préparation.

Nous avons choisi les écorces de grenade comme source végétale naturelle riche en
composés phénoliques et en antioxydants, qui contribuent efficacement au processus de
réduction des ions zinc et de leur conversion en nanoparticules. Les pelures de grenade sont
également considérées comme des déchets agricoles négligés et peuvent donc étre exploitées

de maniére bénéfique et économique.

Dans cette recherche, nous avons préparé des nanoparticules de zinc a partir d'extrait
d'écorce de grenade, et leurs propriétés physiques et chimiques ont été étudiées a 'aide de
différentes techniques telles que I'UV-Visible, la diffraction des rayons X (DRX) et la FTIR.
Ensuite, nous avons test¢ la bioactivit¢ de ces particules en évaluant leur activité
antibactérienne contre quatre types de bactéries : Escherichia coli, Salmonella spp.,

Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, ainsi qu'en étudiant leur effet anti-inflammatoire.

Ce travail vise a démontrer le potentiel de 1’utilisation de matériaux naturels négligés
pour préparer des nanoparticules hautement biologiquement actives, ouvrant de nouveaux
horizons dans le domaine de la physiothérapie et de la prévention des maladies associées aux

bactéries et aux infections.
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1.Limites techniques et expérimentales

Absence d’analyses spectroscopiques avancées, telles que:
TEM ou SEM pour I’observation précise de la forme et de la taille des nanoparticules.

DLS (Dynamic Light Scattering) pour déterminer la distribution granulométrique en
solution.

Potentiel Zéta pour évaluer la stabilité colloidale des nanoparticules.

Absence de mesure de la charge de surface des nanoparticules, un parameétre clé pour
comprendre leur réactivité biologique.

Les analyses ont été réalisées exclusivement in vitro, sans validation par des essais in
vivo sur des modeles biologiques, ce qui limite la portée biologique des résultats obtenus.

2.Limites liées aux souches biologiques

Seules quatre souches bactériennes ont été testées, ce qui:

N’explore pas [’efficacité contre d’autres pathogénes importants, notamment des
souches multirésistantes (ex. : Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa).

N’inclut pas 1’évaluation de la cytotoxicité sur des cellules normales, indispensable pour
vérifier la biocompatibilité.

3.Limites dans ’application des nanoparticules de ZnO

L’encapsulation a ¢été limitée a deux principes actifs seulement (quercétine et
amoxicilline), sans comparaison avec d’autres molécules ni évaluation d’un éventuel effet
synergique.

Le profil de libération du médicament et D’efficacit¢ d’encapsulation (Loading
efficiency) n’ont pas été évalués.

4. Limites de généralisation

Seules les écorces de grenade ont été utilisées comme agent végétal réducteur, sans
comparaison avec d’autres sources naturelles pouvant présenter une activité ou une efficacité
de synthése supérieure.

5.Limites dans I’étude des propriétés physiques

La taille des particules n’a pas été déterminée a 1’échelle nanométrique de manicre
précise, et la surface spécifique (analyse BET) n’a pas été mesurée.
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® Perspectives et suggestions pour les travaux futurs:

Dans le prolongement de ce travail, plusieurs pistes de recherche pourraient é&tre
envisagées:

Optimiser les conditions de synthése (pH, température, concentration des extraits) afin
d'améliorer la taille, la stabilité et la morphologie des nanoparticules enrobées.

Explorer d'autres extraits végétaux riches en composés bioactifs pour comparer leur
efficacité dans la réduction et la stabilisation des nanoparticules.

Etudier le mécanisme d’action des nanoparticules sur les biofilms bactériens,
notamment au niveau moléculaire, a 1’aide de techniques avancées (microscopie électronique,
spectroscopie FTIR...).

Evaluer la cytotoxicité des nanoparticules sur des lignées cellulaires humaines pour
garantir leur innocuité en cas d’application biomédicale.

Tester l'efficacité des nanoparticules dans des modéles in vivo, en simulant des
infections bactériennes, pour valider leur potentiel thérapeutique.

Intégrer les nanoparticules dans des formulations topiques (gels, crémes, pansements)
ou des matériaux de revétement antimicrobiens pour des applications pratiques.

Etendre 1’étude a d'autres types de micro-organismes comme les champignons ou les
bactéries résistantes aux antibiotiques.
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