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RESUME

Cette étude vise a valoriser les sous-produits du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.), sous formeles noyaux des
dattesdes la variété Ghars de la région d'ElI Oued, a travers la synthése verte de nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO
NPs) et de nanoparticules d'oxyde de zinc dopées par magnésium et I'argent 0.5% chacun (ZnO dopé Mg-Ag NPs), a
partir de I'extrait aqueux des noyaux des dattesétudiés. L'objectif principal est d'évaluer les activités biologiques de
ces nanoparticules et de réduire la toxicité des métaux utilisés dans leur synthése dans I'in vitro.Et aussil'in vivo, pour
d'explorer leur potentiel thérapeutique contre les désordres physiologiques et biochimiques liés au diabéte de type 2
chez les rats Wistar.Pour cela, un extrait aqueux des noyaux des dattesa été préparé par décoction, suivi d'analyses
qualitatives et quantitatives pour détecter certain métabolites secondaires et identifier et quantifier les composés
phénoliques par HPLC.Les nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag ont été biosynthétisées a partir de I'extrait
aqueuxdes noyaux de dattes étudier, et leurs propriétés ont été caractériseées par les techniques UV, FTIR, SEM,
EDAX et XRD.Les activités biologiques ont été évaluées in vitro: les activités antioxydantes (DPPH, FRAP, f-
caroténe, antinémolytique, photocatalytique), antidiabétique (I'activité inhibitrice de 'a-glucosidase et del'a-amylase
et dosage du glucose),anticoagulantes, et antibactériennes. Pour I'étude in vivo, 25 rats males Wistar ont été répartis
en cing groupes chacune avec cing rats: un groupe témoin sain, un groupe diabétique non traité, et trois groupes
diabétiques traités (métformine, ZnONPs, ZnO dopé Mg-AgNPs). Le diabéte a été induit par une injection
intrapéritonéale unique d'alloxane (150 mg/kg de poids corporel). Les traitements (5mg/kg) ont été administrés par
voie orale pendant 21 jours, pour évaluer I'efficacité des nanoparticules en diminution du glucose et I'effet
thérapeutique contre le diabéte de type 2, on analysent les parameétres biochimiques, hématologiques, hormonaux,
enzymatiques (pancréatiques et hépatiques), rénaux, ainsi que des analyses histologiques du foie et du pancréas pour
déterminer les changement structurales des coupe étudier.

L'analyse chimique qualitative a révélé la présence de phénols, flavonoides, tanins, alcaloides, stérols, terpénes et
glycosides dans I'extrait aqueux des noyaux des dattes. Les analyses quantitatives ont montré un niveau élevé de
phénols totaux (85.8 + 0.03 mg EAG/g Ex) et de flavonoides (59.9 + 0.04 mg EQ/g Ex), ainsi que un niveau bas de
tanins condensés (22.95 + 0.03 mg EAC/g Ex). mais pour l'analyse qualitative et quantitative ont montre dix
composés phénoliques, dont le salicine est la plus abondant avec concentration de (6949.30 ug/g Ex), l'acide caféique
(431.74 nglg EX), et l'ascoline (207.34 pg/g EX) et pyrocatéchole (206.56 ng/g EX), catéchine (155.06 pg/g EX) et
l'acide ascorbique (126.29 pg/g Ex) ont été identifiés par HPLC.

Aprés la biosynthése des nanoparticules & étudier, on montré que l'analyse spectrale par UV-visible une pic
d'absorption avec longueur d'onde de 373.2nm pour ZnO et 395.6nm pour ZnO dopé Mg-Ag. Mais pour les analyses
spectrales de I'infrarouge on montré présence des plusieurs des liaisons fonctionnels: Zn-O, Mg-O et Ag-Oet le DRX
est confirmé la nature structurales cristallines des nanoparticules de ZnO avec un taille moyen de 12.8 + 0.1 nm et
22.0 £ 0.1 nm pour ZnO dopé Mg-Ag, et les traitement des images de SEM, ont montre que la plupart des ces
nanoparticules a été étudié a une morphologie sub-sphérique. En plus, l'analyse de EDX détecté les éléments
chimiques des atomes d'oxygéne et zinc pour le ZnO, et les atomes d'oxygéne, zinc et magnésium et l'argent pour le
ZnO dopé Mg-Ag.

Les tests in vitro concernant les activités biologiques appliquées a ces nanoparticules, I'activité antioxydante ont
révélé les résultats suivants pour les nanoparticules d'oxyde de zinc et les nanoparticules d'oxyde de zinc dopées par
magnésium et a l'argent, respectivement: DPPH: ICsp: 4.93+0.016 mg.mL, 3.84+0.033 mg.mL-*. FRAP: ECs(:0.84+
0.114 mg.mL%, 0.79 £ 0.026 mg.mL-*comparé au standard acide ascorbique. Beta-caroténe: pourcentage d'inhibition
d'oxydation aprés 48 heure 31.25+0.01%, 60.93+0.01%, comparé au standardpositif BHT. Ces nanoparticules offrent
également une protection notable contre la lyse des globules rouges avec 1Csp:1.05+ 0.03 mg.mL* pour ZnO, 0.74
+0.01 mg.mL* pour ZnO dopé, comparées au standardquercétine. Quant & l'efficacité des nanoparticules dans
I'élimination des polluants, les résultats montrent un taux de dégradation du bleu de méthyléne aprés 120 minutes, &
une concentration de 20mg.mLt, de 93.3340.005% pour ZnO, 53.33+0.71% pour ZnO dopé. De plus, les
nanoparticules ont démontré une efficacité élevée en tant qu'antidiabétique a travers leur pouvoir inhibiteur sur
I'enzyme a-glucosidase, avec des taux d'inhibition enzymatique atteignant, & une concentration de 1mg.mL?,
47.20+1% pour ZnO, 59.14+0.03%pour ZnO dopé, de méme sur l'enzyme o-amylase, les taux d'inhibition
enzymatique étaient de 62.56+1.01% pour ZnO, 75.33+0.01%pour ZnO dopé a une concentration de5 mg.mL.La
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méthode basée sur ladosage de l'absorption du glucose dans un milieu de prolifération des cellules de levure
(Saccharomyces cerevisiae) a révélé une absorption trés élevée du glucose en présence des deux types de
nanoparticules a une concentration de 5 mg.mL, comparée au standard (Acarbose). En outre, les nanoparticules
étudiées ont montré aucune éfficacité contre l'activitéanticoagulation. Cependant, les deux types de nanoparticules
ont présenté une bonne activité antibactérienne contre 6 souches bactériennes sélectionnées.

Selon les résultats obtenus in vivo, I'étude de la toxicité subaigué des deux types de nanoparticules n'a révélé
aucun cas de mortalité, méme a une dose de (20 mg/kg de poids corporel) administrée pendant 5 jours consécutifs,
avec un suivi de 14 jours. Par ailleurs, le suivi du poids des rats a montré des améliorations significatives dans la
récupération du poids corporel des rats traités avec les nanoparticules, ainsi qu'une régulation notable des niveaux de
glycémie tout au long de la période de suivi. Les analyses des parameétres biochimiques (glycémie), hématologiques
(HbAlc, globules rouges, globules blancs, plaquettes, hémoglobine), lipidiques (cholestérol, triglycérides, HDL,
LDL), hormonaux (insuline), des enzymes pancréatiques (a-amylase), des enzymes hépatiques (AST, ALT, PAL,
GGT), et des fonctions rénales (urée, créatinine, acide urique) ont indiqué des résultats positifs par rapport au groupe
témoin et au groupe diabétique non traité. Ces observations ont été confirmé par I'analyse des images des coupes
histologiques des foie et des pancréas, qui ont révélé une efficacité élevée des nanoparticules dans la réparation des
tissus endommagés et la restauration de leur fonctionnalité.

En conclusion, ce travail visait a explorer la possibilité de biosynthésedes nanoparticules a partir de I'extrait
aqueux des noyaux de dattes(Phoenix dactylifera L.). Les nanoparticules d'oxyde de zinc dopées par magnésium et a
l'argent ont démontré une efficacité biologique supérieure en améliorant les activités biologiques, les marqueurs
fonctionnels, ainsi qu'en atténuant les altérations histologiques du pancréas et du foie, par rapport aux nanoparticules
d'oxyde de zinc, par ailleurs, on noté le potentiel thérapeutique efficace et sécurisé pour ces nanoparticules contre le
diabétede type 2, ouvrant des nouvelles perspectives pour leur utilisation dans la nanomédecine et renforcant leur
application dans les approches médicales.

Mots-clés: Phoenix dactylifera L., noyaux de dattes, synthese verte, nanoparticules d'oxyde de zinc,
nanoparticules d'oxyde de zinc dopées par magnésium et a I'argent, diabétetype 2.
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Synthesis, characterization and biological activities of nanoparticles prepared from date seeds of date palms

(Phoenix dactylifera L.)
Abstract

This study aims to valorize the by-products of the date palm (Phoenix dactylifera L.), specifically the date seeds
of the Ghars variety from the El Oued region, through the green synthesis of zinc oxide nanoparticles and zinc oxide
nanoparticles doped with magnesium and silver at 0.5% for each using an aqueous extract of the studied date seeds.
The main objective is to evaluate the biological activities of these nanoparticles and reduce the toxicity of the metals
used in their synthesis both in vitro and in vivo, exploring their therapeutic potential against the physiological and
biochemical disorders associated with type 2 diabetes in Wistar rats.To achieve this, an aqueous extract of date seeds
was prepared via decoction, followed by qualitative and quantitative analyses to detect some secondary metabolites
and to identify and quantify phenolic compounds using HPLC.The ZnO NPs and ZnO doped Mg-Ag NPs were
biosynthesized from the agueous date seeds extract, and their properties were characterized using UV-Vis
spectroscopy, Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM), energy-
dispersive X-ray analysis (EDAX), and X-ray diffraction (XRD).The biological activities were evaluated in vitro,
including antioxidant activities (DPPH, FRAP, B-carotene, anti-hemolytic, and photocatalytic assays), antidiabetic
(inhibition activities of a-glucosidase and a-amylase enzymes, and glucose absorption assays), anticoagulant
properties, and antibacterial effects.For the in vivo study, 25 male Wistar rats were divided into five groups of five
rats each: a healthy control group, an untreated diabetic group, and three diabetic treatment groups (treated with
Metformin, ZnO NPs, or ZnO doped Mg-Ag NPs). Diabetes was induced by a single intraperitoneal injection of
alloxan (150 mg/kg body weight). Treatments (5 mg/kg) were administered orally for 21 days to assess the
nanoparticles efficacy in glucose reduction and their therapeutic effect against type 2 diabetes. Biochemical,
hematological, hormonal, pancreatic, hepatic, and renal parameters were measured, along with histological analyses
of the liver and pancreas to determine structural changes in the studied tissues.

Qualitative chemical analysis revealed the presence of phenols, flavonoids, tannins, alkaloids, sterols, terpenes,
and glycosides in the aqueous date seeds extract. Quantitative analysis showed high levels of total phenols
(85.8+0.03 mg GAE/g Ex) and flavonoids (59.9 £0.04 mg QE/g Ex), along with low levels of condensed tannins
(22.95+£0.03 mg CE/g Ex). Furthermore, qualitative and quantitative HPLC analysis identified ten phenolic
compounds, with salicin being the most abundant (6949.30 pg/g Ex), followed by caffeic acid (431.74 ug/g EX),
ascorbic acid (126.29 ug/g EX), catechin (155.06 pg/g Ex), ascolin (207.34 ug/g Ex), and pyrocatechol (206.56p1g/g
EXx).

After the biosynthesis of the nanoparticles under study, UV-visible spectral analysis revealed an absorption peak
at a wavelength of 373.2 nm for ZnO nanoparticles and 395.6 nm for ZnO doped Mg-Ag nanoparticles. Infrared
(FTIR) spectral analysis indicated the presence of several functional bonds, including Zn-O, Mg-O, and Ag-O. X-ray
diffraction (XRD) confirmed the crystalline structural nature of ZnO nanoparticles, with an average size of 12.8 +
0.1 nm for ZnO and 22.0 = 0.1 nm for ZnO doped Mg-Ag nanoparticles. The analysis of SEM images revealed that
most of the nanoparticles exhibited a sub-spherical morphology. Furthermore, EDX analysis detected oxygen and
zinc atoms in ZnO nanoparticles, while oxygen, zinc, magnesium, and silver atoms were identified in ZnO doped
Mg-Ag nanoparticles.

The in vitro biological activity tests applied to these nanoparticles revealed the following antioxidant activities
for zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) and zinc oxide doped magnesium and silver nanoparticles(ZnO doped Mg-
Ag NPs), respectively: for DPPH, ICso: 4.93 + 0.016 mg.mL™, 3.84 + 0.033 mg.mL?; for FRAP, ECs,: 0.84%
0.114mg.mL-1, 0.79 £0.026 mg.mL-*compared to the ascorbic acid;and for B-carotene inhibition after 48 hours, 31.25
+0.01% and 60.93 +0.01%, compared to the BHT. These nanoparticles also provided notable protection against red
blood cell hemolysis, with ICsevalues of 1.05 + 0.03 mg.mL! for ZnO NPs and 0.74 +0.01 mg.mL-! for ZnO doped
Mg-Ag NPs, compared to quercetin. Regarding pollutant removal efficiency, the degradation rate of methylene blue
at a concentration of 20 mg.mL-* after 120 minutes was 93.33 £0.005% for ZnO NPs and 53.33 +0.71% for ZnO
doped Mg-Ag NPs.
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Additionally, the nanoparticles demonstrated high anti-hyperglycemic efficacy through their inhibitory effects on
a-glucosidase and a-amylase enzymes. The enzymatic inhibition rates at a concentration of 1 mg.mL* were 47.20
+1%, 59.14 + 0.03% for ZnO NPs and ZnO doped Mg-Ag NPs, respectively. For a-amylase, the inhibition rates were
62.56 +1.01% for ZnO NPs and 75.33 £0.01% for ZnO doped Mg-Ag NPs at a concentration of 5 mg.mL1. The
glucose absorption assay in a yeast cell proliferation medium (Saccharomyces cerevisiae) showed significantly high
glucose uptake in the presence of both types of nanoparticles at 5 mg.mL-%, compared to the standard (Acarbose).
However, the studied nanoparticles exhibited no efficacy in blood anticoagulation. Both types of nanoparticles,
however, displayed good antibacterial activity against 6 selected bacterial strains.

According to the in vivo results, the subacute toxicity study of the two types of nanoparticles revealed no cases of
mortality, even at a dose of 20 mg/kg body weight administered over five consecutive days, followed by a 14-day
monitoring period. Body weight monitoring indicated significant recovery in the body weight of rats treated with the
nanoparticles, along with notable regulation of blood glucose levels throughout the monitoring period. Analyses of
biochemical (blood glucose), hematological (HbAlc, red blood cells, white blood cells, platelets, hemoglobin), lipid
(cholesterol, triglycerides, HDL, LDL), hormonal (insulin), pancreatic enzyme (a-amylase), hepatic enzyme (AST,
ALT, ALP, GGT), and renal function (urea, creatinine, uric acid) parameters showed significant improvements
compared to the control group and untreated diabetic group. These observations were further supported by
histological analyses of liver and pancreatic tissue sections, which confirmed the high efficacy of nanoparticles in
repairing damaged tissues and restoring their functionality.

In conclusion, this work aimed to explore the possibility of synthesizing nanoparticles via a green method using
date seeds extract aqueous (Phoenix dactylifera L.). ZnO doped Mg-Agnanoparticles demonstrated superior
biological efficacy by enhancing biological activities, functional markers, and mitigating histological alterations in
the pancreas and liver compared to ZnO nanoparticles. These findings highlight the effective and safe therapeutic
potential of these nanoparticles against diabetes, opening new perspectives for their use in nanomedicine and
innovative medical.

Keywords: Phoenix dactylifera L., date seeds,green synthesis, zinc oxide nanoparticles, zinc oxide doped
magnesium and silver nanoparticles, diabetes type 2.
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INTRODUCTION

Le diabéteest un trouble métabolique chronique caractérisé par une hyperglycémie, une
résistance a l'insuline et un stress oxydatif, représente un défi mondial majeur pour la santé. Selon
la Fédération Internationale du Diabéte, environ 537 millions d'adultes vivaient avec le diabéte en
2021, et ce nombre devrait augmenter pour atteindre 783 millions d'ici 2045 (Fédération
Internationale du Diabéte, 2021). Les stratégies de traitement actuelles, y compris
I'insulinothérapie et les agents hypoglycémiants oraux, sont souvent associées a des limitations
telles qu'une faible biodisponibilité, des effets secondaires et la nécessité d'une administration
fréquente (Kammari et al., 2017). Ces défis soulignent la nécessité de nouvelles approches
thérapeutiques capables de gérer efficacement les niveaux de glucose sanguin tout en minimisant
les effets indésirables.

La nanotechnologie offre une solution prometteuse en permettant le développement de
systéemes d'administration ciblée des médicaments et d'agents thérapeutiques multifonctionnels
(Jain et al.,2008). La nanotechnologie est une discipline transformante située a I'intersection de la
physique, de la chimie et de la biologie, offrant des solutions innovantes a certains des défis les
plus pressants de la science et de la technologie. En manipulant la matiere a I'échelle
nanomeétrique, des matériaux avec des propriétés physico-chimiques uniques telles qu'une surface
accrue, une activité catalytique et des effets quantiques peuvent étre congus, permettant ainsi des
avancées dans divers domaines, y compris ['électronique, [I'énergie, la dépollution
environnementale et la biomédecine (Elahi et al., 2018).

En biomédecine, la nanotechnologie offre un immense potentiel, en particulier dans les
domaines de lI'administration de medicaments, des diagnostics et des traitements, ou sa capacité a
améliorer I'efficacité thérapeutique et a minimiser les effets secondaires a été largement reconnue
(Kammari et al., 2017). Parmi les nombreuses approches de synthese des nanoparticules (NP), la
synthese verte a suscité une attention particuliere en raison de sa durabilité et de sa
biocompatibilité (Iravani et al., 2017). Cette méthode utilise des ressources naturelles telles que
des extraits de plantes, des micro-organismes et d'autres systéemes biologiques comme agents
réducteurs et stabilisants, offrant une alternative respectueuse de I'environnement aux méthodes
chimiques et physiques conventionnelles (Agarwal et al., 2017). L'incorporation de composés
bioactifs issus de précurseurs naturels dans les nanoparticules peut en outre améliorer leurs
propriétés thérapeutiques, faisant de la synthése verte une approche trés attrayante en
nanomédecine (Al-Radadi, 2019).
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Les nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs) ont été largement étudiées pour leurs
propriétés optiques, électriques et biochimiques uniques, ce qui les rend particulierement
adaptées pour diverses applications biomédicales (Wahab al., 2009). Dans le cadre de la gestion
du diabete, les ZnO NPs ont démontré de multiples bienfaits thérapeutiques, notamment
I'amélioration de la sécrétion d'insuline, l'augmentation de I'absorption du glucose et la protection
des cellules B pancréatiques contre les dommages oxydatifs (Elahi et al., 2018). De plus, leur
activité antimicrobienne est particulierement bénéfique pour traiter les complications du diabete
telles que les infections des plaies. Le dopage des ZnO NPs avec des €léments tels que le
magnésium (Mg) et l'argent (Ag) peut améliorer davantage leurs propriétés fonctionnelles
(Mishra et al., 2015). Le magnésium, un cofacteur essentiel dans le métabolisme du glucose et la
sensibilité a l'insuline, et l'argent, connu pour son activité antimicrobienne a large spectre,
contribuent a améliorer I'efficacité thérapeutique et la stabilité des nanoparticules (Salavati et al.,
2014).

Cette thése se concentre sur la biosynthese, la caractérisation et I'évaluation des activités
biologiques des nanoparticules dérivées des noyaux des dattesdu palmier dattier (Phoenix
dactylifera L.) de la variété Ghars.

Le palmier dattier, une plante cultivée principalement dans les régions arides et semi-arides,
est reconnu pour ses propriétés nutritionnelles et médicinales (Al-Radadi, 2019). Bien que les
noyaux de dattes soient souvent considérés comme un sous-produit agricole, ils regorgent de
composes bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides et les tanins, qui possedent des
propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Hameed et al., 2018). Ces
caractéristiques en font un matériau idéal pour la synthése verte de nanoparticules a potentiel
thérapeutique.

L'utilisation des noyaux des dattesennanomédecine est particulierement prometteuse, en
raison de leur abondance, de leur faible codt et de leur durabilité environnementale (Makarov et
al., 2014). Les composes bioactifs présents dans les noyaux de dattes peuvent agir comme agents
réducteurs et stabilisants naturels pendant la synthese des nanoparticules, éliminant ainsi le
recours a des produits chimiques toxiques (Al-Radadi, 2019). Cette méthode permet non
seulement de fabriquer des nanoparticules plus biocompatibles, mais aussi de tirer parti des
propriétés thérapeutiques intrinséques du nanoparticules.

De plus, les noyaux de palmier dattier constituent une ressource de biomasse sous-

exploitée, présentant un grand potentiel pour la synthése verte de nanoparticules. Enrichies en
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phytochemicals, ces noyaux possédent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
régulatrices du glucose, ce qui en fait un ingrédient précieux pour le développement de
nanomatériaux aux applications thérapeutiques diversifiées. Ce processus de synthése verte
s'aligne avec les principes de la chimie durable, offrant une solution éco-responsable et
économiquement viable pour la production de nanoparticules.

Les objectifs principaux de cette these sont les suivants: Premiérement, développer des
nanoparticules en utilisant les noyaux de dattes du palmier dattier comme agent de synthése verte
et caractériser leurs propriétés physiques, chimiques et structurales a l'aide de techniques
avancées telles que la spectroscopie UV-Vis, la FTIR, la DRX, la MEB et I'EDAX.
Deuxiémement, évaluer les activités antioxydantes, antimicrobiennes et antidiabétique et
anticoagulante des nanoparticules synthétisées in vitro, fournissant ainsi des percepectivessur
leurs applications thérapeutiques potentielles. Troisiemement, évaluer les effets antidiabétique
des nanoparticules dans des modéles in vitro et in vivo, en mettant I'accent sur leur capacité a
réguler les niveaux de glucose sanguin et a protéger les tissus pancréatiques et hepatiques des
dommages induits par le diabéte. Quatriemement, étudier les mécanismes sous-jacents par
lesquels les nanoparticules exercent leurs effets antidiabétique, y compris leur impact sur le
métabolisme du glucose, la sécrétion d'insuline et le stress oxydatif.

Cette recherche contribue a l'ensemble croissant de connaissances sur lutilisation de
nanoparticules d'origine végétale a des fins thérapeutiques. En exploitant les composes bioactifs
des noyaux des dattesdu palmier dattier, cette étude propose une approche novatrice et durable
pour la synthése de nanoparticules. Les résultats ont le potentiel de faire progresser les domaines
de la nanotechnologie, de traitement du diabete en fournissant de nouvelles perspectives sur le
développement d'agents hypoglycémiants biocompatibles et efficaces. Les implications pratiques
de cette recherche sont significatives. Si elles sont couronnées de succes, les nanoparticules
synthétisées pourraient étre développées en une nouvelle classe de médicaments antidiabétiques
offrant une efficacité améliorée, des effets secondaires réduits et une meilleure observance par les
patients. De plus, l'utilisation des noyaux des dattescomme matiere premiére s'aligne sur les
principes de la chimie verte et du développement durable, rendant cette recherche bénéfique sur
le plan environnemental et économique.

Cette these est structurée en deux parties principales: une partie théorique et une partie
pratique. Chaqgue partie est composée de chapitres distincts, chacun abordant un aspect spécifique

de la recherche.
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e Partie Théorique

Le chapitre 1 fournit un apercu du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) et de ses
dérivés, en se concentrant sur la composition biochimique et les propriétés médicinales
des noyaux des dattes.

Le chapitre 2 traite des fondamentaux de la nanotechnologie, y compris les principes de
synthése des nanoparticules, les techniques de caractérisation et leurs applications en
medecine.

Le chapitre 3 explore la physiopathologie du diabéte, les options de traitement actuelles
et le potentiel de la nanotechnologie pour surmonter les limites des thérapies existantes.

e Partie Pratique

Le chapitrel: détaille les matrielles et méthodes utilisés pour la biosynthese, la
caractérisation et I'évaluation des activitébiologique des nanoparticules.

Le chapitre 2: présente les résultats de I'étude, y compris les propriétés physiques et
chimiques des nanoparticules, leurs activites biologiques et leurs effets antidiabétiquein
vitro et in vivo. Ce chapitre discute egalement des résultats dans le contexte de la
littérature existante, en mettant en lumiére les implications pour la recherche future et les
applications cliniques. Enfin, la conclusion résume les principales découvertes de

I'étude, leur signification et les orientations potentielles pour les recherches futures.
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CHAPITRE I. Palmier dattier et dattes

1. Géneralités sur les palmiers dattiers

Le palmier dattier, désigné sous le nom scientifique Phoenix dactylifera L. par linné en
1734, tire son appellation de plusieurs origines. Le terme Phoenix provient de Phoinix, qui était
le nom donné au dattier par les Grecs de I'Antiquité, lesquels le considéraient comme l'arbre des
Phéniciens. Quant a dactylifera, il découle du latin dactylus, lui-méme emprunté au grec
daktulos, signifiant « doigt », en référence a la forme caractéristique de son fruit (Munier,
1973).

Ils sont des arbres majestueux appartenant a la famille des palmiers (Arecaceae). lls sont
largement cultivés pour leurs fruits délicieux et sucrés appelés dattes. Les dattiers sont
originaires des régions désertiques et subtropicales d'Afrique du Nord et du Moyen-Orient, mais
ils sont maintenant cultivés dans le monde entier dans les zones chaudes et arides (Agnoletti et
al., 2023; I. Ahmad et al., 2020; Gray, 2018).

Les palmiers dattiers peuvent atteindre une hauteur de 20 a 25 métres, avec des feuilles
pennees atteignant jusqu'a 5 metres de long. Les feuilles sont vert foncé et forment une
couronne en forme de parasol au sommet de l'arbre (Braun et al., 2020; Gray, 2018).

Les fleurs du palmier dattier sont petites et jaunatres, et elles se regroupent en grappes
denses appelées inflorescences. Ces inflorescences se développent a l'aisselle des feuilles et sont
soit males, soit femelles. Les palmiers dattiers sont des plantes dioiques, ce qui signifie qu'il
existe des arbres males et des arbres femelles. La pollinisation des fleurs est généralement
assurée par le vent ou par des insectes tels que les abeilles (Zaid, 2019).

Une fois pollinisées, les fleurs femelles se transforment en fruits charnus appelés dattes. Les
dattes sont de forme ovale a oblongue, et leur couleur varie du jaune pale au brun foncé, en
fonction de la variété. Elles sont riches en sucre, en fibres et en divers nutriments essentiels. Les
dattes sont consommeées fraiches, séchées ou transformées en divers produits tels que des pates
de fruits, des confitures et des sirops (Al-Agha, 2019; Gray, 2018; Warner, 2023).

Les palmiers dattiers sont des cultures importantes dans de nombreuses régions du monde,
en particulier dans les pays du Moyen-Orient et de I'Afrique du Nord, ou ils jouent un réle
économique et culturel significatif. La culture de dattes nécessite des conditions climatiques
spécifiques, avec des températures élevees, une faible pluviométrie et une disponibilité d'eau
pour lirrigation. Les dattes sont récoltées a maturité, généralement a la fin de I'été ou a
l'automne, en fonction de la variété et de la région de culture (Alotaibi et al., 2023; Krueger,
2021; 1. Ahmad et al., 2020).



CHAPITRE I. Palmier dattier et dattes

En conclusion, les palmiers dattiers sont des arbres emblématiques des régions chaudes et
arides, cultivés principalement pour leurs fruits succulents, les dattes. Leur culture remonte a
des milliers d'années et joue un réle important sur le plan économique et culturel dans de

nombreuses parties du monde.

2. Taxonomie et Phylogénie Phoenix dactylifera L.

Le palmier dattier, également connu sous le nom scientifique Phoenix dactylifera L.
(YAHAYA, 2021), est une espece de plante monocotylédone appartenant a la famille des
Arecaceae (Palmiers) et a la sous-famille des Coryphoideae (Tableau 01). Il est largement

cultive, principalement pour ses fruits comestibles: les dattes.

Tableau 01: Classification de Phoenix dactylifera L.

Classification phylogénétique (Khouane et al., 2020; Chen et al., 2022)

Regne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida

Ordre Arecales

Famille Arecaceae

Genre Phoenix

Espéce Phoenix dactylifera L.

3. Répartition géographique
3.1. Répartition mondiale du Palmier dattier

Phoenix dactylifera L., le palmier dattier, est originaire des régions désertiques et
subtropicales d'Afrique du Nord et du Moyen-Orient. Cependant, en raison de sa culture et de sa
propagation par I'nomme, il est maintenant largement répandu dans de nombreuses parties du
monde ou les conditions climatiques sont favorables a sa croissance (Gros-Balthazard et al.,
2021).

Les principales régions de culture du palmier dattier sont les pays du Moyen-Orient tels
que I'Arabie saoudite, I'lran, I'lrak, les Emirats arabes unis et I'Egypte. Ces pays ont une longue
tradition de culture de dattes et sont réputés pour leurs variétés de dattes de haute qualité
(Krueger, 2021; Mohamoud et al., 2019).
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En Afrique du Nord, le palmier dattier est cultivé en Algérie, au Maroc, en Tunisie et en
Libye (Figure 01). Ces pays ont également une longue histoire de culture de dattes et sont
connus pour leurs variétés spécifiques.

Outre ces régions d'origine, le palmier dattier a été introduit et cultivé avec succes dans de
nombreux autres pays du monde. On le trouve dans les régions du pourtour méditerranéen, y
compris en Espagne, en ltalie, en Gréce et en Turquie (Bedjaoui et Benbouza, 2020; Rivera et
al., 2019). Il est également cultivé dans certains pays d'’Amérique du Nord et d'’Amérique du
Sud, tels que les Etats-Unis, le Mexique, le Brésil et I'Argentine (Haq et Khan, 2020; Zaid,
2019).
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Figure 01:Quantités de production de dattes par pays, montrant la production relative
annuelle totale en 2014-2015 (Zaid, 2019).

Dans les régions tropicales et subtropicales d'Asie, comme I'Inde, le Pakistan, la Thailande
et I'Indonésie, le palmier dattier est également cultivé pour ses dattes (Hag et Khan, 2020).

Il convient de noter que la culture du palmier dattier est étroitement liée aux conditions
climatiques particuliéres, notamment des températures élevées, une faible pluviométrie et une
disponibilit¢ d'eau pour [lirrigation. Par conséquent, sa répartition géographique est

principalement limitée aux régions chaudes et arides du monde (Alotaibi et al., 2023).
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3.2. Répartition du Palmier dattier en Algérie

L'Algérie est lI'un des principaux pays producteurs de dattes, avec de vastes étendues de
culture couvrant environ 160 000 hectares. Il se classe au sixiéme rang mondial et au premier
rang dans la région du Maghreb. Les oasis réparties dans le sud du pays, caractérisées par un
climat chaud et sec de la zone saharienne, abritent la culture du palmier dattier en Algérie.

La culture du palmier dattier s'‘étend de la frontiére marocaine a l'ouest jusqu'a la frontiére
tuniso-libyenne a l'est. Elle s'étend également du nord de I'Atlas Saharien jusqu'aux régions de
Reggane (sud-ouest), Tamanrasset (centre) et Djanet (sud-est) (Tableau 02). On estime qu'il
existe prés d'un millier de cultivars de palmiers dattiers en Algeérie. Les trois principales régions
de culture se distinguent par leur diversité génétique (Aberlenc-Bertossi, 2010).

En plus de ces cultivars, il existe également de nombreux pieds francs, appelés localement
"Khalts", qui poussent de maniére spontanee dans les oasis. Ces pieds francs représentent une
source précieuse pour de nouvelles sélections de cultivars, a la fois pour la qualité de leurs
dattes et pour leur résistance a la maladie du bayoud (Aberlenc-Bertossi, 2010; Faiza et al.,
2022).

Tableau 02:Situation de la culture du palmier dattier en Algérie (Aberlenc-Bertossi,

2010).
Région |Nombre de cultivars| Cultivars les plus courants
Ouest
Atlas 70 Ghares, ‘Asyan, Feggus,
Saoura 80 Feggus, Hartan, Cherka, Hmira, Deglet Talmine
Gourara 230 Hmira, Tinnaser, Tagerbuch
Touat 190 Tgazza, Aghamu, Tagerbuch
Tidikelt 60 Tgazza, Tagerbuch, Cheddakh, Aggaz
Centre
El-Ménia 70 Timjuhart, Ghars, Timedwel
M'Zab 140 Azerza, Ghars, Deglet Nour, Taddela
Est
Quargla 70 Ghars, Deglet Nour, Degla Beida
Oued Righ 130 Deglet Nour, Ghars, Degla Beida
Souf 70 Deglet Nour, Ghars, Degla Beida, Mich Degla
Zibans 140 Deglet Nour, Ghars, Degla Beida, Mich Degla
Aures 220 Buzrur, ‘Alig, Buhles, Mich Degla
Tassili 180 Tanghimen, Tabanist, Khadaji

L'Algérie est un important producteur de dattes, avec une culture étendue du palmier dattier
dans les oasis du sud du pays. La diversité génétique est observée parmi les pres d'un millier de
cultivars répertories, et les pieds francs constituent une source prometteuse pour de nouvelles

sélections.
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4. Production de dattes

4.1. Production mondiale de dattes

Pour analyser le graphique de la production mondiale de dattes de maniére scientifique et

basée sur des références réelles, voici (Figure 02) une approche détaillée :

1M 1,500k

y
10n1 1,000k ral "y
su

formes
-
-
-

- — - -
M 500k - 7 . e’ ]
Lo I - L
a-g-0-g -
- - L o - L .
:-ll'_.' .'.._.-. LR
& _JL:'. - S " £ > e \\'r_ \\ \\L
Y N Y B o o N L L L Ny . '\: s P
e- Monde +- Nonde
Superficie récoltée Production
Dattes Dattes

Figure 02: Production / Rendement de datte en monde + (totat) 1963-2023

Tendances générales observées

Le graphique montre Une augmentation continue de la superficie récoltée (courbe bleue)

entre 1963 et 2023, atteignant environ 1.4 million d'hectares. Une croissance paralléle de la

production (courbe rouge), qui passe de quelques millions de tonnes en 1963 a plus de 10

millions de tonnes en 2023. Ces tendances refletent des efforts globaux pour répondre a une

demande croissante.

e Facteurs expliquant la croissance

Expansions des cultures: La hausse de la superficie récoltée résulte d'investissements dans
les cultures de palmiers-dattiers dans des pays producteurs comme I'Egypte, I'Arabie
saoudite et I'Algérie. Par exemple: L'Egypte, est aujourdhui le plus grand producteur
mondial avec plus de 1.7 million de tonnes par an. (FAO, 2023). L'Arabie Saoudite, investit
massivement dans des projets agricoles pour exporter des variétés comme Ajwa et Khalas.

Amélioration des rendements: La croissance plus rapide de la production par rapport a la
superficie suggere une amélioration des rendements agricoles (tonnes/hectare). Les facteurs

incluent :

Irrigation efficace: Adoption de l'irrigation goutte-a-goutte pour maximiser l'utilisation de

I'eau dans les régions arides.
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Nouvelles variétés: Sélection de palmiers plus résistants et plus productifs, comme Medjool
et Deglet Nour.

Technologies agricoles modernes: Utilisation de fertilisants et contréle des ravageurs.
Climat et conditions locales: Les dattes sont cultivées dans des climats désertiques. Des
pays comme les Emirats arabes unis utilisent des technologies pour rendre ces

environnements plus propices a la culture.

Analyse des rendements
La différence entre les courbes de production et de superficie suggére une augmentation

des rendements globaux (production / hectare): En 1963, le rendement moyen était d'environ 3-

4 tonnes/ha, En 2023, il atteint environ 7-8 tonnes/ha.

Défis rencontrés

Malgre les progreés, la production de dattes rencontre des défis :

Stress hydrique: Les palmiers-dattiers nécessitent de grandes quantités d'eau, ce qui
représente un défi majeur dans des zones sujettes a la sécheresse. Exemple: Les stratégies
d'irrigation dans des pays comme le Maroc visent a minimiser lI'impact sur les ressources en
eau. (ONAGRI, 2023)

Changements climatiques: Les températures extrémes et les précipitations irrégulieres
menacent certaines zones de production.

Ravageurs: Des maladies comme le charancon rouge des palmiers et le fusarium affectent la

productivité, surtout en Asie et en Afrique du Nord.

Projections futures

Demande en hausse: La consommation mondiale de dattes continue d'augmenter, portée par:
Une population mondiale croissante, Une reconnaissance de dattes comme superaliment.
Investissements dans les exportations: Des pays comme la Tunisie et I'Algérie se concentrent
sur les exportations, la Tunisie étant un leader mondial pour les dattes Deglet Nour.
Durabilité: Les initiatives futures incluront des méthodes agricoles durables pour gérer les

ressources limitées, comme l'eau et les terres (CBI, 2023).
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4.2. Production de dattes en Algérie (1963-2023)

Analyse scientifique de la production de dattes en Algérie (Figure 03) (1963-2023)
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Figure 03: Production / Rendement de datte en algérie 1963-2023

e Tendances générales

Le graphique montre deux courbes :

- Superficie récoltée (en bleu): Une augmentation continue depuis les annees 1990, atteignant

environ 150 000 hectares en 2023.

- Production (en rouge): Une croissance accelérée apres 2000, passant de moins de 200 000

tonnes en 2000 a pres de 1 500 000 tonnes en 2023.

Ces tendances mettent en évidence les efforts de I'Algérie pour développer sa production de

dattes, a travers une augmentation des surfaces cultivées et une amélioration des rendements

(Ministere de I'Agriculture Algérien 2023).

e Facteurs contribuant a I'évolution

Augmentation de la superficie récoltée, depuis les années 1990, I'Algérie a intensifié la

culture de palmiers-dattiers, particulierement dans les régions sahariennes telles que

Biskra, Ouargla, et EI Oued, qui sont les principaux pdles de production. Les projets de

plantation massive ont permis d'étendre les zones cultivées, avec un accent particulier sur

les variétés commerciales comme " Deglet Nour", prisée pour lI'exportation (FAO, 2023).

Amélioration des rendements: Les rendements (tonnes/ha) ont augmenté de maniere

significative depuis 2000, grace a :

14



CHAPITRE I. Palmier dattier et dattes

Modernisation agricole: Utilisation de systémes d'irrigation goutte-a-goultte.
Lutte contre les ravageurs: Controle du charangon rouge et des maladies fongiques.
Sélection génétique: Introduction de variétés résistantes et plus productives.

e Politiques publiques
Le gouvernement algérien a investi dans des programmes agricoles pour soutenir les
producteurs: Subventions pour les systémes d'irrigation, Aides pour le développement des

palmeraies dans les zones sahariennes.

e Analyse des rendements

En comparant les deux courbes, on observe que la croissance de la production est plus
rapide que celle de la superficie récoltée: 1960-1990: Les rendements restent relativement
stables, autour de 1 a 2 tonnes/ha. Apres 2000: Les rendements atteignent prés de 10 tonnes/ha
en moyenne en 2023. Cela reflete une amélioration des pratiques agricoles et une meilleure

gestion des ressources.

o Défis rencontrés

- Stress hydrique: La culture de dattes en Algeérie repose sur des ressources en eau
souterraines (nappe albienne), qui sont limitées. L'utilisation intensive de ces nappes pose un
défi pour la durabilité a long terme (ONAGRI, 2023).

- Impact du climat: Les changements climatiques affectent la production, avec des vagues de
chaleur et des précipitations rédu.ites qui augmentent le risque de stress pour les palmiers.

- Problemes phytosanitaires: Les ravageurs comme le charancon rouge et les maladies
fongiques menacent les palmeraies, nécessitant des investissements constants en protection des

cultures.

e Projections futures*

- Exportation: L'Algérie vise a augmenter ses exportations, principalement pour la variété
"Deglet Nour", vers les marchés européens et asiatiques. Actuellement, I'Algérie se classe parmi
les 10 principaux exportateurs mondiaux de dattes, mais elle reste derriére la Tunisie en termes
de volume exporté.

- Systémes durables: L'accent est mis sur l'adoption de pratiques agricoles durables,
notamment l'efficacité hydrique et la diversification des variétés pour faire face aux défis
climatiques (CBI, 2023).
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5. Description de la datte

La datte est un fruit oblong, mesurant généralement de 2 a 7 centimétres de long. Sa peau,
est mince et lisse, et sa couleur varie en fonction de la variété et du stade de maturité, allant du
jaune pale au brun foncé (Figure 04) (Zaid, 2018).

Date, Graine " . Date
= 'L_ . r_:'.l..:ﬂ' Ciradmo Embryon (mag.).
ace opposeés 4 Face opposdo
Date. Fruit Dbl Chiliaza Au hale.
Frull ouge verticalement .

Figure 04 : Représentation de la structure de datte du palmier dattier.

La chair de la datte, appelée mésocarpe, est douce, juteuse et de couleur claire a foncée en
fonction de la variété. Elle entoure une graine dure, appelée endocarpe (Figure 05), qui est

généralement ovale et mesure environ 2 centimétres de long (Figure 06).

Coupe longitudinale d’une datte Coupe du noyau Noyau de profil et de dos

Périanthe Micropyle

Rainure

Meésocarpe === = Tégument | VY !| kef——m=— ventrale
Endocarpe ( il Albumen
~ :
= Micropyle
Epicarpe

Figure 05 : Datte et noyau du palmier dattier (Belguedj, 2002).
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Peérianthe

Endocarpe (chair) =

Mésocarpe (chair) ——
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Figure 06: Datte entiére (a gauche) et coupe longitudinale (a droite) (Bahi et al.,2022).

6. Classification des dates

La consistance de la datte est variable. Selon cette caractéristique, les dattes sont réparties
en trois catégories (Tableau 03) (Aribi et al., 2021; Bahi et al., 2022):

Tableau 03: Classification de dattes selon la consistance.

Catégorie Dattesmolles Dattes demi-molles Dattesséches
- Deglet-Nour (Algérie, Degla-Beida et Mech-
Ghars (Algerie) Tunisie) Degla (Algérie, Tunisie)
Exemples Ahmar (Mauritanie) Mehjoul (Mauritanie)

Kashram et Miskani (Egypte,
Arabie Saoudite)

Amersi (Mauritani
Sifri et Zahidi (Arabie- el (Mauritanie)

Saoudite)
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7. Stades de maturation de dattes
Les dattes passent par plusieurs stades de maturation au cours de leur développement une

description des principaux stades de maturation de dattes :

v' Stade Khalal

C'est le stade initial de la maturation de dattes. Les dattes a ce stade sont vertes, croquantes
et tres fermes. Elles contiennent une grande quantité d'humidité et leur teneur en sucre est
relativement faible. Les dattes Khalal sont principalement utilisées pour la production de dattes

fraiches ou pour certains types de conserves.

v' Stade Rutab

A ce stade, les dattes commencent a mdrir davantage. Elles prennent une couleur jaune a
orange et leur texture devient plus molle et juteuse. Les dattes Rutab ont une teneur en sucre
plus élevée et offrent une saveur douce et sucrée. Elles sont souvent consommeées fraiches et

sont tres appréciées pour leur godt délicieux.

v Stade Tamar

C'est le stade final de maturation de dattes. A ce stade, les dattes ont atteint leur maturité
compléte. Leur couleur varie en fonction de la variété, allant du jaune doré a une teinte plus
foncée, voire brun foncé. Leur texture devient plus ferme et elles développent une saveur plus
concentrée et sucrée. Les dattes Tamar sont généralement consommeées séchées et sont utilisees
dans de nombreuses préparations culinaires, desserts et confiseries (Meenakshi et Misra, 2023;
Mohammed et al., 2023).

Les dattes subissent trois étapes de maturation, Khalal, Rutab et Tamar - chacune ayant des
caractéristiques distinctes. La composition chimique de dattes change considérablement au
cours de la maturation, les niveaux de glucose et de fructose augmentant rapidement. Le
processus de séchage est crucial pour maintenir la qualité de dattes, diverses méthodes telles
que le séchage au soleil, le séchage au four et la déshydratation solaire étant explorées. Ces
études soulignent l'importance de comprendre le processus de maturation et l'impact des
différentes méthodes de séchage sur la qualité de dattes (Elwakeel et al., 2022; Shamim et al.,
2013).
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8. Variétés de dattes

Les dattes sont disponibles dans une grande variété de variétés, chacune ayant ses propres
caracteristiques distinctes en termes de goQt, de texture, de couleur et de profil nutritionnel
(Figure 07). Une description scientifique de certaines variétés de dattes:

Mech Degla
La variété Mech Degla est originaire d'Algérie et de Tunisie. Les dattes Mech Degla ont
une peau brun foncé et une chair tendre et juteuse. Elles sont appréciées pour leur goQt sucré et

leur texture moelleuse.

Degla Beidha
Originaire d'Algérie et de Tunisie, les dattes Degla Beidha se distinguent par leur peau
claire a brun clair et leur chair ferme et sucrée. Elles sont souvent consommeées a la fois fraiches

et séchées.

Deglet Nour
La variété Deglet Nour, également connue sous le nom de "doigt de lumiere", est originaire
d'Algérie. Ces dattes ont une peau translucide dorée et une chair tendre et sucrée. Elles sont

largement cultivées et exportées dans le monde entier en raison de leur godt délicieux.

Tafezouine
Les dattes Tafezouine sont cultivées principalement au Maroc. Elles se caractérisent par
leur peau brun foncé et leur chair moelleuse et sucrée. Ces dattes sont souvent consommées

fraiches et sont également utilisées dans la préparation de divers produits alimentaires.

Ghars
Originaire d'Algérie, les dattes Ghars sont de petite taille et ont une peau brun foncé. Elles ont
une chair douce et sucrée, et sont souvent consommeées fraiches ou utilisées dans la fabrication

de produits a base de dattes.

Tantbouche
Les dattes Tantbouche sont cultivées principalement en Egypte. Elles ont une peau brun
clair a brun foncé et une chair sucrée et juteuse. Elles sont populaires pour leur goQt délicat et

sont souvent consommeées fraiches (Ismail et Hassine, 2021).
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Figure 07 : Variétés des dates (Benahmed et al., 2016).

Ces variétés de dattes offrent une diversité de saveurs et de textures, ce qui permet aux
consommateurs de choisir en fonction de leurs préférences personnelles (Bahi et al., 2022;
Benahmed et al., 2016).

9. Compositions biochimiques de dattes
9.1. Partie comestible ""Pulpe™
Les dattes sont naturellement riches en nutriments et contiennent une variété de composés
biochimiques bénéfiques pour la santé. Voici un apercu des principales composantes
biochimiques des pulpes desdattes sont :
Glucides: Les dattes sont une excellente source de glucides, principalement sous forme de

glucose et de fructose. Ces sucres naturels fournissent de I'énergie rapidement disponible.
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Fibres: Les dattes sont également riches en fibres alimentaires, notamment des fibres
solubles telles que la cellulose, I'némicellulose et la pectine. Les fibres alimentaires favorisent la
santé digestive, régulent la glycémie et contribuent a la satiété.

Vitamines: Les dattes contiennent plusieurs vitamines essentielles, notamment la vitamine
A, la vitamine B6, la vitamine K et la vitamine E. Ces vitamines jouent un réle important dans
le maintien de la santé globale, y compris la vision, la fonction immunitaire et la santé des os

Minéraux: Les dattes sont une bonne source de minéraux tels que le potassium, le
magnésium, le cuivre et le manganese. Ces minéraux sont impliqués dans de nombreuses
fonctions corporelles, y compris la régulation de la pression artérielle, la fonction musculaire et
la formation des tissus conjonctifs.

Polyphénols: Les dattes contiennent une variété de polyphénols, y compris des flavonoides
etdes composes phénoliques. Ces antioxydants naturels aident a protéger les cellules contre les
dommages des radicaux libres et ont des effets anti-inflammatoires et cardio-protecteurs.

Composes bioactifs: Les dattes renferment également des composés bioactifs tels que les
caroténoides, les stérols végétaux et les triterpenes. Ces composés ont des propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses potentielles (Bentrad et Hamida-Ferhat,
2020; EI-Sohaimy et Hafez, 2010; Hussain et al., 2020).

9.2. Composition du noyau de datte

Le noyau de datte, est la partie dure située a l'intérieur du fruit. Bien gu'il soit généralement
considéré comme non comestible en raison de sa texture dure et de sa composition, le noyau de
datte renferme néanmoins une variété de composants biochimiques bénéfiques. Il est riche en
fibres, antioxydants, acides gras, et mineraux tels que le calcium, le fer, et le magnésium, ce qui
en fait un matériau d'intérét pour diverses applications, notamment dans le domaine de la
nutrition et de la médecine. Il convient de noter que la forme et la taille du noyau de datte
peuvent varier considérablement en fonction de la variété de datte, ce qui influence aussi sa
composition chimique. Par exemple, les noyaux de dattes provenant de différentes régions ou
types de dattes, comme les variétés Medjool, Deglet Noor, ou Sukkari, présentent des
caractéristiques distinctes (Figure 08). Ces variations sont essentielles a considéerer lors de
I'exploitation de ces noyaux pour des applications industrielles ou pharmaceutiques (Ibrahim et
al., 2024; Mubaiwa et al., 2024; Sassi et al., 2020).
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Figure 08:Noyaux des dattes de différents cultivars de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.).
(a) Arechti, (b) Degla-Baida, (c) Deglet-Nour, (d) Ghars, (e) Haloua, (f) Itima, (g) Mech-Degla,
(h) Tentbouchet (Harkat et al., 2022).

Le noyau de datte contient également certains composants biochimiques. Un apercu de la
composition du noyau de datte :

Fibres: Le noyau de datte est riche en fibres alimentaires, principalement sous forme de
cellulose et d'hémicellulose. Les fibres contribuent a la santé digestive en favorisant le transit
intestinal et en prévenant la constipation (Hussain et al., 2020; Mahomoodally et al., 2024).

Lipides: Le noyau de datte contient une petite quantité de matiéres grasses, principalement
des acides gras insaturés tels que l'acide oléique. Les acides gras insaturés sont benéfiques pour
la santeé cardiovasculaire (Hussain et al., 2020).

Protéines: Le noyau de datte contient également des protéines, bien que leur teneur soit
relativement faible. Les protéines sont essentielles pour la croissance et la réparation des tissus
(Hussain et al., 2020; Mahomoodally et al., 2024).

Minéraux: Le noyau de datte renferme une variété de minéraux essentiels tels que le
calcium, le magnésium, le potassium et le phosphore, bien que leurs concentrations soient
généralement inférieures a celles observées dans la pulpe du fruit. Ces minéraux jouent un role
crucial dans plusieurs fonctions biologiques et peuvent avoir des applications potentielles dans
la formulation de compléments alimentaires ou d'autres produits pharmaceutiques. Par exemple,
le calcium est essentiel pour la santé osseuse, le magnésium participe a des centaines de
processus enzymatiques, et le potassium est crucial pour la régulation de I'équilibre hydrique et

la fonction cardiaque.
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En raison de la variation des conditions de culture et des méthodes de traitement, les
concentrations de ces minéraux peuvent varier d'une variété de datte a l'autre, ainsi que selon le
processus d'extraction utilisé pour obtenir le noyau. Voici le tableau 04 illustrant les
concentrations moyennes de certains minéraux dans le noyau de datte, comparées a celles de la

pulpe, selon diverses études scientifiques :

Tableau 04:Comparaison de la composition minérale entre le noyau de datte et la pulpe
(mg/100g) selon les études scientifiques (Al-Farsi et Lee, 2008; Tafti et al., 2017).

Concentration dans le noyau Concentration dans la pulpe

Minéral de datte (mg/100g) de datte (mg/100g)
Calcium (Ca) 66. 00 64. 00

Magnésium (Mg) 55. 00 54. 00

Potassium (K) 474. 00 696. 00

Phosphore (P) 120. 00 82. 00

Ces valeurs varient selon les variétés et les methodes d'analyse. Bien que les minéraux
présents dans le noyau de datte soient moins abondants que dans la pulpe, leur profil
nutritionnel reste intéressant et justifie des recherches supplémentaires pour évaluer leur
potentiel dans la nutrition et la médecine.

Composes phénoliques: Le noyau de datte contient des composés phénoliques, tels que les
tanins et les flavonoides. Ces composés ont des propriétés antioxydantes et peuvent contribuer a
la protection contre les dommages causés par les radicaux libres (ATTALLAH et al., 2022;
Attia et al., 2021; Benakli, 2021; Benmohamed et al., 2020).

10. Utilisation de dattes
10.1.Usage médicinal des dates

Les dattes ont été utilisées a des fins médicinales depuis des siécles dans de nombreuses
cultures (Akbar, 2020). Quelgues utilisations médicinales potentielles de dattes :

Source d’énergie: Les dattes sont riches en glucides naturels, tels que le glucose et le
fructose, ce qui en fait une excellente source d'énergie rapide. Elles peuvent étre consommeées
pour augmenter les niveaux d'énergie et I'endurance.

Constipation: Les dattes sont riches en fibres alimentaires, ce qui peut aider a prévenir et a

traiter la constipation en favorisant le transit intestinal et en améliorant la régularité des selles.
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Santé cardiaque: Les dattes contiennent des antioxydants, notamment des flavonoides et
des composés phénoliques, qui peuvent aider a réduire I'inflammation et & protéger le systéeme
cardiovasculaire contre les dommages oxydatifs.

Controle de la glycémie: Malgré leur teneur en sucre, les dattes ont un indice glycémique
relativement faible, ce qui signifie qu'elles ne provoquent pas de pic rapide de la glycémie.
Cependant, les personnes atteintes de diabéte devraient les consommer avec modération et
surveiller leur glycémie.

Anémie: Les dattes sont une bonne source de fer, un minéral essentiel dans la production
de globules rouges. Elles peuvent étre bénéfiques pour les personnes souffrant d'anémie
ferriprive.

Santé digestive: Les fibres présentes dans les dattes peuvent favoriser la santé digestive en
ameéliorant la régularité intestinale et en soutenant la croissance de bactéries bénéfiques dans le
cblon.

Santé osseuse: Les dattes contiennent des minéraux tels que le calcium, le magnésium et le
potassium, qui sont importants pour la santé osseuse. Ils peuvent contribuer a renforcer les os et
a prévenir les maladies osseuses telles que l'ostéoporose (Siddigi et al., 2020; D'ORLEANS-
TOURS, 2021; Sedighi-Khavidak et al., 2022).

10.2. Valeur nutritionnelle de datte

Les dattes sont un fruit trés nutritif, riche en glucides, en fibres alimentaires, en protéines
ainsi qu'en diverses vitamines et minéraux. Elles sont particulierement riches en fructose et en
glucose, ce qui en fait une bonne source d'énergie. Les dattes contiennent également une gamme
de composés bioactifs aux propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, anticancéreuses, anti-
inflammatoires et protectrices du foie. Ces propriétés font de dattes un ajout précieux a
I'alimentation, avec des applications potentielles dans les barres énergétiques pour les athlétes
(Aljaloud et al., 2020; Ayad et al., 2020).
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1. Généralité sur les nanoparticules

Les nanoparticules sont définies comme des particules colloidales solides dont la taille est
comprise entre 10 et 1000 nm (McNamara et Tofail, 2017; Nagal et Singlab, 2013; Suganeswari
et al., 2011). Elles sont utilisées dans une multitude d'applications biomédicales, notamment la
délivrance ciblée de médicaments, I'hyperthermie, la thérapie par photoablation, I'imagerie
biologique et les biocapteurs (McNamara et Tofail, 2017). Les propriétés uniques des
nanoparticules, telles que leur rapport surface / volume élevé et leurs propriétés magnétiques, les
rendent particulierement utiles dans ces applications.

Les nanoparticules possedent un large éventail d'applications, notamment dans les dispositifs
électroniques (Matsui, 2005), les systemes de délivrance de médicaments (Kammari et al., 2017)
et les matériaux industriels (Anselmann, 2001). Ces applications sont rendues possibles par les
propriétés uniques des nanoparticules, comme leur petite taille et leur grete surface specifique,
qui peuvent étre ajustées pour des usages spécifiques. Le potentiel des nanomatériaux dans divers
domaines, y compris la défense nationale, I'électronique et la médecine, est eégalement souligné
(Sui, 2023).

La synthese de nanoparticules, notamment par des méthodes chimiques, pose des risques
environnementaux importants en raison de l'utilisation de produits chimiques dangereux comme
les métaux lourds et les solvants organiques, et de leurs impacts secondaires potentiels sur la
santé humaine et l'environnement (Vishwakarma et al., 2010). Cependant, des approches
durables et respectueuses de I'environnement, telles que la synthése microbienne utilisant des
bactéries ou des champignons et la synthese verte utilisant des extraits de plantes, ont été
développees pour répondre a ces préoccupations (Saravanan et al., 2021; Wang et al., 2019). Ces
méthodes utilisent des matériaux verts renouvelables et consomment moins d'énergie, réduisant
ainsi I'empreinte environnementale de la synthése de nanoparticules. Malgré les implications
écologiques potentielles de la nanotechnologie environnementale, (Patil et al., 2016)l'utilisation
de nanomatériaux pour la dépollution de I'eau et des sols a éte efficace, et le développement de
voies innovantes et plus vertes pour la synthése de nanoparticules est recommeté pour minimiser
les risques potentiels (Patil et al., 2016).

Les extraits de plantes ont été utilisés avec succés pour synthétiser des nanoparticules
métalliques, notamment l'argent et I'or, en raison de la présence de divers métabolites végétaux
solubles dans I'eau (Mittal et al., 2013). Ces nanoparticules se sont révélées avoir des propriétés

supérieures pour diverses applications, et leur synthése a l'aide d'extraits de plantes est considérée
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comme une alternative plus respectueuse de l'environnement aux méthodes conventionnelles
(Ikram, 2015). L'utilisation d'extraits de feuilles de thé de Camellia sinensis a spécifiquement été
rapportée dans la synthése de nanoparticules d'argent (Loo et al., 2012). Les applications
potentielles de ces nanoparticules dans différents domaines ont été mises en évidence, soulignant

davantage l'importance de leur synthése a l'aide d'extraits de plantes (Haleemkhan et al., 2015).

2. Fondements théoriques
2.1. Nanoparticules: définition et propriétés

Les nanoparticules, avec leurs propriétés physiques et chimiques uniques, ont une vaste
gamme d'applications dans divers domaines. Leur taille, leur forme et leur structure jouent un
role important dans la détermination de leurs propriétés et de leurs utilisations potentielles
(Afolalu et al., 2021; Khan et al., 2019; V. Singh et al., 2021).

Par exemple, les nanoparticules inorganiques allongées présentent des propriétes physiques
différentes de celles des particules sphériques (Krahne et al., 2011). Ces propriétés, notamment
une grete surface spécifique, une reactivité élevee et des propriétés optiques, rendent les
nanoparticules adaptées a des applications en catalyse, imagerie, méedecine et recherche
environnementale (Khan et al., 2019; V. Singh et al., 2021). Cependant, la stabilité de certaines
nanoparticules de métaux lourds peut entrainer des toxicités environnementales (Khan et al.,
2019). Malgré ces défis, le potentiel des nanoparticules dans divers domaines est immense, et la

recherche continue d'explorer leurs applications (V. Singh et al., 2021).

2.2.Synthese chimique traditionnelle vs synthese verte

la synthése verte des nanoparticules utilise des matériaux naturels et non toxiques, réduit la
consommation d'énergie, minimise les déchets et favorise des pratiques respectueuses de
I'environnement (Singh et al., 2018). Elle est également plus rentable et peut étre facilement
adaptée a une production de masse. Par contraste, la synthese chimique traditionnelle implique
I'utilisation de produits chimiques dangereux, une consommation élevée d'énergie (Figure 09)
(Tableau 05), la génération de déchets toxiques et peut présenter des risques pour la santé et la
sécurité (Huston et al., 2021).
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Tableau 05: Quelques différences entre la synthése chimique traditionnelle et la synthese verte

des nanoparticules.

Synthése chimique

Aspect traditionnelle
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Figure 09:Quelques différences entre la synthése chimique traditionnelle et la synthese verte des

nanoparticules (Huston et al., 2021).
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2.3. Avantages de la synthése verte des nanoparticules a partir d'extraits de plantes
Une toxicité réduite: Les produits chimiques utilisés dans les méthodes de synthese
traditionnelles peuvent étre toxiques pour l'environnement et les humains. Les extraits de

plantes, en revanche, sont généralement considérés comme sdrs et non toxiques.

= Des codlts de production plus faibles: Les extraits de plantes sont généralement moins

colteux que les produits chimiques synthétiques. Cela rend la synthese verte des

nanoparticules plus rentable.

= Des propriétés améliorées: Les nanoparticules synthétisées a partir d'extraits de plantes

peuvent avoir des propriétés améliorées, telles que des propriétés antimicrobiennes et

antivirales plus élevées (Dehghani et al., 2023; Sanjivkumar et Silambarasan, 2023).

Les nanoparticules synthétisées a partir d'extraits de plantes ont un potentiel d'applications
en agriculture. Elles peuvent étre utilisées comme :
= Agents antimicrobiens: Les nanoparticules peuvent étre utilisées pour tuer les bactéries,
les champignons et les virus qui infectent les plantes. Cela peut contribuer a améliorer la
santé des plantes et a réduire les pertes de rendement.
= Engrais nano-environnementaux: Les nanoparticules peuvent étre utilisées pour libérer
lentement les nutriments dans le sol, ce qui peut améliorer l'efficacité des engrais et

réduire les risques de pollution (Babatunde et al., 2019; Malukani et al., 2021).

2.4. Inconvénients de la synthése verte des nanoparticules a partir d'extraits de plantes
= Potential pour des effets néfastes sur les plantes et les sols

Cependant, il est important de noter que la synthése de nanoparticules a partir d'extraits de
plantes peut également présenter des inconvénients. Par exemple, une revue de Parveen et al.,en
2016 a souligné que l'utilisation de nanoparticules dans I'agriculture pourrait entrainer des effets
néfastes sur les plantes et les sols. Des études supplémentaires (Parveen et al., 2016)sont
nécessaires pour évaluer les effets a long terme de l'utilisation de nanoparticules vertes sur
I'environnement et la santé des plantes (Parveen et al., 2016).

En conclusion, la synthése verte de nanoparticules a partir d'extraits de plantes présente de
nombreux avantages, tels que la réduction de la toxicité et des codts de production, ainsi que des
propriétés antimicrobiennes et antivirales améliorées. Cependant, il est essentiel de continuer a
mener des recherches pour évaluer les effets potentiels sur I'environnement et la santé des plantes
afin de garantir une utilisation sire et durable de ces nanoparticules en agriculture.
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2.5. Principe de biosynthése des nanoparticules par les extraits de plantes

La biosynthése de nanoparticules a partir d'extraits de plantes est une méthode respectueuse
de l'environnement pour produire des nanoparticules. Les composés bioactifs présents dans les
plantes agissent comme agents réducteurs et stabilisants. Cette méthode fournit une variété de
sources végétales et permet de contrOler la taille et les propriétés des nanoparticules. Les
applications potentielles incluent la médecine, la catalyse et I'électronique.

Les recherches en cours visent a explorer davantage les mécanismes de biosynthése et les
applications de ces nanoparticules d'origine végétale (Adeyemi et al., 2022). Parmi eux:

2.5.1. Méthode de réduction
= Les extraits de plantes contiennent des phytochimiques tels que des alcaloides, des
terpénoidesetdes composeés phénoliques agissant en tant qu'agents reducteurs.
= Des ions métalliques (par exemple, argent, or, cuivre) sont ajoutes a la solution d'extrait et
les phytochimiques les réduisent en nanoparticules.
= Cette méthode est simple, économique et offre un contrdle précis de la taille et de la forme
des particules (Ishak et al., 2019; Koduru et al., 2018).

2.5.2. Méthode de complexation
= Certains phytochimiques des extraits de plantes peuvent se lier aux ions metalliques,
formant des nanoparticules par complexation.
= Cette méthode donne souvent des nanoparticules stables avec des propriétés souhaitables
telles que l'activité catalytique ou les effets antimicrobiens. Cependant, contréler la taille et
la morphologie des particules peut étre difficile (Nasrollahzadeh et al., 2020; Nguyen et
al., 2023).

2.5.3.Synthése de nanoparticules inspirée
= Les scientifiques étudient les biomolécules de l'extrait de plante impliquées dans la
formation naturelle de nanoparticules.
= Ces connaissances inspirent la conception de mimétiques synthétiques de ces biomolécules
pourune synthése contrdlée des nanoparticules. Cela offre un meilleur contréle des
propriétés des particules mais peut étre plus complexe et moins durable (Ahmad et al.,
2020; Ahmed et al., 2016; Johnson et al., 2022).
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2.5.4.Synthése médiée par un solvant vert

Les methodes traditionnelles utilisent souvent des solvants dangereux.

De nouvelles approches utilisent des solvants écologiques tels que l'eau, I'éthanol ou les
liquides ioniques.

Cela améliore la durabilité et I'écologie du processus.

Exemples spécifiques de synthése de nanoparticules médiées par des extraits de plantes :

Nanoparticules d'argent: Synthétisées a l'aide d'extraits de neem, basilic, aloevera, etc., avec
une forte activité antimicrobienne (Murugan et al., 2014).

Nanoparticules d'or: Produites & partir d'extraits de luzerne, de feuilles de thé, etc., avec des
applications en biomédecine et en catalyse (Rdnavari et al., 2021).

Nanoparticules d'oxyde de fer: Genérées a l'aide d'extraits d'épinards, de raisins, etc., pour
une utilisation dans le traitement des eaux usees et la delivrance de médicaments (Naikoo
et al., 2021; Vanlalveni et al., 2021).

2.6. Facteurs influengant la biosynthése des nanoparticules

The biosynthesis of nanoparticlesisinfluenced by variousfactors, including the plant

speciesutilized, the method of extractpreparation, temperature, pH, metal ion concentration, et
stabilizing agents (Lade et Shanware, 2020; Tripathy et al., 2010; Vanaja et al., 2013), Elle peut

étre résumeée en plusieurs points dont les plus importants sont :

Espéce végetale et partie utilisée (feuilles, racines, écorces).

Méthode de préparation de I'extrait (macération, extraction Soxhlet, etc.).
Température et pH de la réaction.

Concentration des ions métalliques et de I'extrait de plante.

Agents stabilisants supplémentaires, le cas échéant.

3. Mécanismes de biosynthése des nanoparticules par les extraits de plantes

La synthese verte de nanoparticules utilisant des extraits de plantes a connu un engouement

important ces dernieres années (Anetalakshmi, 2021; Md Ishak et al., 2019; Nete et al., 2020;

Sohal et al., 2017). Cette approche est considérée comme respectueuse de l'environnement,

rentable et exempte de produits chimigques dangereux, ce qui en fait une alternative prometteuse

aux méthodes de synthese traditionnelles.
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3.1. Réle des composés phytochimiques dans la réduction et la stabilisation des

nanoparticules

Les phytochimiques, des composés bioactifs trouvés dans diverses plantes, sont de plus en
plus reconnus pour leur réle essentiel dans la synthése des nanoparticules. Ces composés naturels
peuvent remplir deux fonctions pendant le processus de synthése des nanoparticules: ils agissent
comme des agents réducteurs qui donnent des électrons aux ions métalliques, conduisant a la
formation de nanoparticules métalliques; et comme des agents d'enrobage qui se lient a la surface
des nanoparticules, les stabilisant et empéchant leur agglomération (Ovais et al., 2018).

Cette double fonctionnalité est cruciale car elle simplifie le processus de synthese en
combinant les étapes de réduction et de stabilisation, qui sont généralement séparées.

3.2. Etapes clés du mécanisme de synthése verte des nanoparticules

La synthése de nanoparticules vertes implique généralement l'utilisation de matériaux et de
procédes respectueux de l'environnement qui réduisent l'utilisation de produits chimiques
toxiques et d'énergie (Rana A et al., 2020). Les étapes clés du mécanisme de synthese verte des

nanoparticules peuvent étre décomposées de maniére systématique.

3.2.1. Sélection du Milieu Solvant
= Solvants Respectueux: de I'Environnement: L'eau est souvent choisie comme solvant pour
la synthese verte en raison de sa nature non toxique et respectueuse de I'environnement.
= Milieux Biologiques: Les extraits de plantes ou de micro-organismes peuvent également

servir de solvants et d'agents réducteurs (Rana et al., 2020).

3.2.2.Choix des Agents Réducteurs Ecologiques
= Extraits de Plantes: Des composés tels que les flavonoides, les terpenoides, les alcaloides
et les acides phénoliques présents dans les extraits de plantes peuvent agir comme agents
réducteurs.
= Sources Microbiennes: Les bactéries, les champignons et les algues produisent des
biomolécules qui peuvent réduire les ions métalliques en nanoparticules (El-Seedi et al.,
2019).
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3.2.3.Sélection d'Agents de Stabilisation Non Toxiques

= Polysaccharides: Les polymeéres naturels tels que l'amidon ou la cellulose peuvent
stabiliser les nanoparticules.

= Protéines et Peptides: Ces molécules biologiques peuvent se lier aux nanoparticules,

assurant leur stabilité (Kucuk et al., 2023).

3.2.4.Méthodologie de Synthese
= Incubation: Combinaison des sels métalliques avec les extraits biologiques et permettre a

la réaction de se dérouler, souvent a température ambiante.

Optimisation des Conditions: Ajustement du pH, de la température et du temps de réaction
pour contrbler la taille et la forme des nanoparticules (BOULKOUMANE et MOUISSI; Lépez-
Mireta et al., 2019).

3.2.5.Chemin Mécanistique

= Reéactions de Réduction/Oxydation Les ions metalliques sont reduits par les molécules
biologiques pour former des nanoparticules métalliques.

= Nucléation Formation initiale de petits amas d'atomes de métal réduits.

= Croissance Ces amas croissent par réduction supplémentaire des ions meétalliques et

attachement aux amas existants (Liu et Corma, 2020; Otto et al., 2017).

3.2.6.Purification

= Lavage: Elimination des matériaux non réagis et des sous-produits pour purifier les
nanoparticules. Centrifugation: Méthode courante pour séparer les nanoparticules du mélange
réactionnel (Kowalczyk et al., 2011; Tehrani et al., 2023).

3.2.7.Caracteérisation

= Spectroscopie UV-Visible: Pour déterminer les propriétés optiques.

= Diffusion de Lumiere Dynamique (DLS): Pour mesurer la distribution des tailles.

= Microscopie Electronique en Transmission (TEM): Pour observer la morphologie.

= Diffraction des Rayons X (XRD): Pour déterminer la structure cristalline (Titus et al.,
2019; Wani et al., 2010).
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3.2.8.Evaluation de I'impact environnemental

= Etudes de Toxicité Evaluer le profil éco-toxicologique des nanoparticules synthétisées.

= Analyse du Cycle de Vie Evaluer Iimpact environnemental tout au long du cycle de vie
des nanoparticules (Miseljic et Olsen, 2014; Schulz, 2020).

3.2.9. Développement d'Applications

Selon le type de nanoparticule et l'application prévue, une fonctionnalisation ou un
revétement supplémentaire peut étre nécessaire pour améliorer la compatibilité avec des
applications spécifiques.

Chaque étape de ce mécanisme de synthese est cruciale pour garantir que les nanoparticules
produites sont non seulement fonctionnelles, mais aussi respectueuses de I'environnement.
L'objectif global est de minimiser les risques potentiels pour I'environnement et la santé associés
a la production et a l'utilisation des nanoparticules, en accord avec les principes de la chimie verte
et de la durabilité (Claudel, 2018; Lahitte, 2017).

4. Propriétés et applications des nanoparticules stabilisées par phytochimiques

Les nanoparticules stabilisées par des phytochimiques se caractérisent par leur homogeéneité
exceptionnelle, ce qui se réfere a la taille et a la forme uniforme des particules, et leur stabilité a
long terme, ce qui est crucial pour le stockage et les applications pratiques. Elles présentent
également une haute dispersité, leur permettant de rester uniformément distribuées dans une
solution, ce qui ameliore leur réactivité et leur efficacité dans diverses applications. De plus, ces
nanoparticules démontrent une biocompatibilité, ce qui signifie qu'elles conviennent a l'utilisation
dans des systemes biologiques sans provoquer de réponse immunitaire défavorable. En outre,
elles possédent une activité antioxydant, qui peut étre exploitée dans des applications médicales

pour des effets protecteurs contre le stress oxydatif (Lee et al., 2011).

5. Techniques de caractérisation des nanoparticules synthétisées

Une gamme de techniques est disponible pour la caractérisation des nanoparticules, en
mettant l'accent sur la taille, la charge de surface, la stabilité et la biocompatibilité. (Fornaguera
et Solans, 2018)souligne l'importance de ces paramétres dans les études précliniques, tetis que
(Anbu et al., 2021)fournit un apercu détaillé de la caractérisation des nanoparticules biogéniques,
y compris l'analyse morphologique et structurale. (Domingos et al., 2009)compare différentes

techniques pour déterminer les tailles de particules, soulignant le manque d'une méthode idéale.
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(Clogston et al., 2016) aborde les défis et les limites de la caractérisation physico-chimique des
nanoparticules polymeres, notamment dans le contexte de I'évaluation de la biocompatibilite. Ces
études soulignent collectivement la nécessité d'une approche globale pour la caractérisation des
nanoparticules, en tenant compte a la fois des avantages et des limitations des techniques
disponibles.

5.1. Spectrophotométre UV-visible

Un spectrophotomeétre UV-visible est un instrument analytique qui mesure I'absorbance et la
transmission de la lumiere ultraviolette (UV) et visible par un échantillon. Pour la caractérisation
des nanoparticules, la spectroscopie UV-Vis fournit des informations précieuses sur leurs
propriétés optiques, qui sont influencées par la taille, la forme, la concentration et la composition
des nanoparticules (Martinez et al., 2012).

Lorsque les nanoparticules sont soumises a la spectroscopie UV-Vis, elles présentent des
spectres d'absorption uniques en raison de la résonance plasmonique de surface localisée (LSPR),
un phénomene ou les électrons de conduction a la surface des nanoparticules métalliques
résonnent avec l'onde lumineuse. La longueur d'onde spécifique a laquelle cette résonance se
produit, appelée pic plasmonique, est tres sensible aux caractéristiques physiques des
nanoparticules, telles que :
= Taille: Les nanoparticules plus petites montrent géneralement une absorption a des longueurs

d'onde plus courtes, tetis que les particules plus gretes absorbent a des longueurs d'onde plus

longues. Le pic d'absorbance se déplace en conséquence, fournissant une méthode indirecte

pour estimer la distribution des tailles de particules (Sherry et al., 2006).
= Forme: La forme des nanoparticules affecte la distribution des électrons de surface et

influence ainsi le pic de résonance plasmonique. Différentes formes, telles que des batonnets,

des sphéres ou des cubes, présenteront des caractéristiques d'absorption distinctives.

= Concentration: L'intensité du pic d'absorbance est proportionnelle a la concentration de
nanoparticules dans la solution. En utilisant une courbe d'étalonnage avec des concentrations
connues, on peut déterminer la concentration inconnue de nanoparticules dans un
échantillon.

= Composition: Le matériau des nanoparticules affecte également la LSPR. Différents
matériaux ont des propriétés diélectriques différentes, ce qui déplace la position du pic

d'absorbance.
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= FEtat d'agrégation: Si les nanoparticules commencent & s'agréger, la position du pic se
décale en raison des changements d'indice de réfraction local et des interactions

électromagnétiques entre les particules.

En analysant le spectre d'absorption des nanoparticules, les chercheurs peuvent obtenir des
informations critiques sur I'échantillon, ce qui est essentiel pour les applications de délivrance de
médicaments, de thérapie photothermique et de développement de capteurs optiques. Il est
également important de noter que bien que la spectroscopie UV-Vis fournisse des informations
précieuses, elle est souvent utilisee en combinaison avec d'autres techniques de caractérisation
(comme la diffusion dynamique de la lumiere, la microscopie électronique et les mesures de
potentiel zEta) pour obtenir une compréhension globale des propriétés des nanoparticules (Sherry
et al., 2006).

5.2. Microscopie électronique a balayage (SEM - Scanning Electron Microscopy)

La microscopie électronique a balayage (MEB), ou SEM (Scanning Electron Microscopy),
est une technique puissante pour caractériser les nanoparticules. Elle permet d'obtenir des images
a haute résolution de la surface des échantillons grace a un faisceau d'électrons trés fin qui balaye
la surface et interagit avec les atomes de I'échantillon. Les interactions entre les électrons et les
atomes générent divers signaux, y compris des électrons secondaires, des électrons rétrodiffusés
et des rayons X caractéristiques, qui peuvent étre détectés pour produire des images et des
informations élémentaires (Kulkarni et Muddapur, 2014; Vijayaram et al., 2023; Goldstein et al.,
2018).

En caractérisation de nanoparticules, la MEB peut révéler la morphologie, la taille, la
distribution des tailles, la texture de surface, la composition chimique et la structure cristalline.
Les images MEB permettent d'observer directement la forme des nanoparticules, ce qui est
essentiel pour comprendre leurs propriétés physico-chimiques et biologiques. De plus, en utilisant
I'analyse dispersive en énergie des rayons X (EDX) couplée a la MEB, on peut obtenir des
informations sur la composition élémentaire des nanoparticules.

Il est important de noter que la préparation de I'échantillon pour la MEB est cruciale, car les
nanoparticules doivent étre fixées sur un support conducteur et étre rendues conductrices si
nécessaire (par exemple, par revétement avec de I'or ou du carbone) pour éviter la charge des
échantillons sous le faisceau d'électrons (Goldstein et al., 2018; Kulkarni et Muddapur, 2014;

Vijayaram et al., 2023).
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5.3. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR - Fourier Transform

Infrared Spectroscopy)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique analytique
couramment utilisée pour la caractérisation des nanoparticules. Elle permet d'obtenir des
informations deétaillées sur la composition chimique, la structure moléculaire et les liaisons
fonctionnelles des nanoparticules.

La FTIR fonctionne en mesurant I'absorption de I'infrarouge par les nanoparticules. Lorsque
des ondes infrarouges sont dirigées vers les échantillons, les molécules qui composent les
nanoparticules absorbent spécifiquement certaines fréquences d'ondes infrarouges en raison de
leurs vibrations moléculaires. Les spectres d'absorption obtenus révélent des betes
caractéristiques qui sont associées a difféerents groupes fonctionnels présents dans les
nanoparticules.

Gréace a la FTIR, il est possible de déterminer la présence de groupes fonctionnels tels que
les groupes hydroxyle (-OH), les groupes amine (-NH2), les groupes carbonyle (C=0), etc. Cela
permet d'identifier les composants chimiques des nanoparticules, y compris les revétements de
surface, les ligets et les additifs (Suzuki et Buzzing, 2018; Chalmers et al., 2012).

De plus, la FTIR peut étre utilisée pour étudier les interactions entre les nanoparticules et
d'autres molécules ou materiaux. Par exemple, elle peut étre utilisée pour étudier les interactions
nanoparticules-protéines, nanoparticules-polymeres ou nanoparticules-matrices de médicaments.
Ces études fournissent des informations essentielles sur la stabilité, la fonctionnalisation et les
propriétés d'interaction des nanoparticules (Suzuki et Buzzing, 2018; Chalmers et al., 2012).

Exemples d'applications de la FTIR pour la caractérisation des nanoparticules :

= Identification des groupes fonctionnels a la surface des nanoparticules: Les groupes
fonctionnels jouent un réle crucial dans la biocompatibilité, la stabilité et la réactivité des
nanoparticules. La FTIR permet d'identifier ces groupes fonctionnels et de comprendre leur

influence sur les propriétés des nanoparticules (Chalmers et al., 2012).

» Etude de I'interaction nanoparticule-biomolécule: La FTIR peut étre utilisée pour étudier
I'interaction des nanoparticules avec des biomolécules telles que les protéines et 'ADN. Ces
informations sont essentielles pour la conception de nanoparticules pour des applications

biomédicales (Kumar et al., 2023).

37



CHAPITRE Il: Nanoparticules

= Suivi de la modification de surface des nanoparticules: La FTIR peut étre utilisée pour
suivre les modifications chimiques apportées a la surface des nanoparticules. Ces
modifications peuvent étre utilisées pour améliorer la biocompatibilité, la stabilité ou la
ciblage des nanoparticules (Alex et Mathew, 2023).

5.4. Diffraction des rayons X (XRD - X-Ray Diffraction)

La diffraction des rayons X (XRD) est une technique puissante et largement utilisée pour
caractériser les matériaux a I'échelle nanométrique. Elle repose sur l'interférence constructive des
ondes de rayonnement électromagnétique (les rayons X) avec les structures périodiques, comme
les réseaux cristallins des matériaux. Lorsque les rayons X frappent un cristal, ils sont diffractés
dans de nombreuses directions spécifiques. La mesure des angles et des intensités de ces rayons
diffractés permet de déduire la structure cristalline du matériau (Jagodzinski, 1965; Pecharsky et
Zavalij, 2003).

Pour les nanoparticules, la XRD est particulierement utile car elle permet de déterminer non
seulement la phase cristalline et la structure, mais aussi d'autres propriétés importantes telles que
la taille des cristallites, la microdéformation et la présence de défauts ou de phases multiples. La
taille des particules peut étre estimee a partir de I'élargissement des pics de diffraction en utilisant
la formule de Scherrer, tetis que la déformation et les contraintes internes peuvent étre évaluées a
l'aide de diverses méthodes de raffinement des pics.

L'application de la XRD aux nanoparticules exige une interprétation minutieuse des données,
car la réduction de la taille des particules et les effets de surface peuvent modifier les profils de
diffraction. Les données de XRD pour les nanoparticules sont souvent analysées en conjonction
avec d'autres techniques complémentaires, telles que la microscopie électronique a transmission
(MET) ou la spectroscopie de dispersion d'énergie des rayons X (EDX), pour une caractérisation

plus complete (Jagodzinski, 1965; Pecharsky et Zavalij, 2003).

5.5. Spectroscopie de dispersion d’'énergie (EDS - Energy Dispersive Spectroscopy)

L'analyse par spectroscopie dispersive en énergie (EDS ou EDX) est une technique
analytiqgue couramment utilisée pour la caractérisation élémentaire des nanoparticules. EDS est
une technique d'analyse élémentaire essentielle pour la caractérisation des nanoparticules. Elle
permet de déterminer la composition élémentaire d'un échantillon en analysant les rayons X émis
par les atomes lorsqu'ils sont bombardés par un faisceau d'électrons. En fournissant des

informations précises sur les éléments présents et leur répartition spatiale, I'EDS joue un r6le clé
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dans la compréhension des propriétés et du comportement des nanoparticules (Arshad et al.,
2023; Kolan et al., 2024).

Cette méthode est souvent couplée a la microscopie électronique a balayage (MEB) ou a la
microscopie électronique en transmission (MET) et permet d'obtenir la composition élémentaire
de la surface ou de sections transversales de nanoparticules. Le principe de I'EDS repose sur la
détection des rayons X émis par les atomes excités par un faisceau d'électrons, chaque élément
ayant une signature énergétique unique qui permet son identification et sa quantification (Arshad
et al., 2023).

L'EDS est particulierement utile pour I'étude des nanoparticules car elle permet une analyse
localisée a I'échelle nanométrique (Loy et al., 2023).

Essentielle pour comprendre les propriétés et les performances des matériaux a cette échelle.
Les progres récents dans la technologie des détecteurs et le traitement des données ont
considérablement amélioré la résolution spatiale et la sensibilité de I'EDS, permettant des
analyses plus preécises et fiables des nanoparticules (Loy et al., 2023).

e Avantages de I'EDS pour la caractérisation des nanoparticules

- Localisation spatiale: L'EDS peut analyser spécifiquement des zones tres petites de
I'échantillon grace a la focalisation du faisceau d'électrons, permettant d'étudier I'hétérogénéité
de la composition élémentaire des nanoparticules (Arshad et al., 2023; Irshad et al., 2023).

— Deétection d'éléments légers: L'EDS est capable de détecter des éléments légers tels que
le bore, le carbone et l'azote, ce qui est crucial pour la caractérisation de nombreux types de
nanoparticules.

- Rapidité et simplicité: L'analyse EDS est rapide et ne nécessite pas de préparation
complexe des échantillons.

- Informations quantitatives: L'EDS peut fournir des informations quantitatives sur la

concentration des éléments présents dans I'échantillon.

e Exemples d'applications de I'EDS pour la caractérisation des nanoparticules
= Identification de la composition élémentaire des nanoparticules: L'EDS permet de
déterminer les éléments constitutifs des nanoparticules et de vérifier la correspondance avec la

composition prévue (Rajkumar et al., 2024).
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= Etude de la structure hétérogéne des nanoparticules: L'EDS peut étre utilisée pour
identifier des variations de composition & Il'intérieur d'une nanoparticule ou entre différentes
nanoparticules dans un échantillon (Sengoniil et Demircan, 2023).

= Suivi de la modification de surface des nanoparticules: L'EDS peut étre utilisée pour
suivre les modifications chimiques apportées a la surface des nanoparticules, telles que la
greffage de molécules (Sengoniil et Demircan, 2023).

= Controle de la pureté des nanoparticules: L'EDS permet de détecter la présence
d'impuretés métalliques indésirables dans les nanoparticules (Meftah et al., 2023).

6. Etudes de cas: Synthése verte des nanoparticules
6.1. Synthése verte des nanoparticules de ZnO, Mg et Ag par les extraits de plantes

La biosynthése verte via des extraits de plantes est une méthode émergente et écologique
pour lafabrication de nanoparticules metalliques et d'oxydes. Cette approche offre des avantages
tels qu'une faible toxicité, une production durable et le contrble de la taille et de la morphologie
des particules. Les nanoparticules biosynthétiseées de ZnO, Mg et Ag présentent des propriétés
uniques et synergiques, ouvrant la voie a de nombreuses applications innovantes, de nombreuses
études ont réussi a synthetiser des nanoparticules de ZnO, Mg et Ag a partir d'extraits de plantes,

démontrant ainsi leur potentiel pour diverses applications.

6.1.1. Propriétés des nanoparticules de ZnO
= Photocatalyse: Les nanoparticules de ZnO biosynthétisées présentent une activité
photocatalytique améliorée pour la décomposition des polluants organiques et la production
d'’hydrogéne. Les extraits de plantes peuvent modifier la morphologie et la structure
électronique du ZnO (Figurel0), optimisant son absorption de la lumiere et son efficacité
catalytique (Stan et al., 2015).
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Figure 10: Processus de synthése verte de ZnO NPsa partir d'extraits de plantes (Xu et al., 2021).

= Antibactérien: Les nanoparticules de ZnO possédent des propriétés antibactériennes
intrinseques, efficaces contre un large spectre (Kavitha et al., 2023; Rocha et al., 2023) de
bactéries. La biosynthese peut renforcer ces propriétés en modifiant la charge de surface et la
libération d'ions Zn?*. (Kavitha et al., 2023; Rocha et al., 2023).

6.1.2. Propriétés des nanoparticules de Mg

= Biocompatibilité: Le Mg est un métal biocompatible largement utilisé dans les implants
médicaux et les dispositifs pharmaceutiques. Les nanoparticules de Mg biosynthétisées
conservent cette propriéte, tout en offrant une surface accrue pour linteraction avec les
biomolécules (Mohanasundaram et al., 2023).

= Hydrogénation: Les nanoparticules de Mg catalysent efficacement la production
d'’hydrogéne a partir de sources d'énergie renouvelables, telles que I'eau. La biosynthese peut
ajuster la taille et la distribution de défauts, ameliorant leur activité catalytique (Lomonosov et
al., 2023).

6.1.3. Propriétés des nanoparticules de Ag

= Antibactérien: L'Ag est un métal connu pour ses propriétés antibactériennes puissantes.
Les nanoparticules d'Ag biosynthétisées présentent une activité accrue due a leur surface élevée
et a la libération contrdlée d'ions Ag* (Sorbiun et al., 2018; Stan et al., 2015).

= Conductivité électrique: Les nanoparticules d'Ag ont une conductivité électrique élevée,
les rendant intéressantes pour des applications électroniques et optoélectroniques. La
biosynthése peut contrbler la forme et la taille des particules, influencant leur conductivité
(Sorbiun et al., 2018).
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6.2. Les nanoparticules ZnO dopées Mg et Ag
6.2.1.Propriétés du ZnO dopé Mg et Ag et de ses nanoparticules

Les nanoparticules ZnO dopées Mg et Ag sont une nouvelle génération de nanomatériaux
qui combinent les propriétés bénéfiques de trois matériaux couramment utilisés: le ZnO, le Mg et
I'Ag. Le ZnO est un semi-conducteur avec des propriétés photocatalytiques, (Nabhan, 2021). Le
Mg est un métal biocompatible et résistant a la corrosion. L'Ag est un métal avec des propriétés

antibactériennes et conductrices élevées (Nabhan, 2021).

6.2.2. Mécanisme de biosynthese spécifique au ZnO dopé Mg et Ag

Dans le cas des nanoparticules ZnO dopées Mg et Ag, la biosynthese peut étre réalisée a
l'aide d'extraits de plantes, de bactéries ou de champignons. Par exemple, une étude récente a
utilisé un extrait de feuilles de basilic pour synthétiser des nanoparticules ZnO dopées Mg et Ag
de taille nanométrique et de forme sphérique. Les nanoparticules ont montré une activité
antibactérienne élevée contre une variété de bactéries, y compris les bactéries Gram-positives et
Gram-négatives.

La synthése de nanoparticules ZnO dopées Mg et Ag peut étre realisée par diverses
méthodes (Figure 11), telles que la co-précipitation, la synthése sol-gel ou la réduction chimique.
La composition, la taille, la morphologie et la surface des nanoparticules peuvent étre controlées
pour obtenir des propriétés spécifiques (Khanizadeh et al., 2020; Adam et al., 2020).

¢ ZnO et Mg: Le Mg dope le ZnO, modifiant sa structure électronique et améliorant ses
propriétés photocatalytiques. Cela permet une meilleure absorption de la lumiere et une

efficacité accrue dans la dégradation des polluants organiques (L.i et al., 2021).
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Figure 11:Méthode de préparation du ZnO synthétisé vert et du ZnO dopé au Mg (Rahman et

al., 2021).

¢ ZnO et Ag: L'Ag augmente la conductivité électrique du ZnO et optimise ses propriétés

antibactériennes. La libération contrélée d'ions Ag des nanoparticules permet un effet

antimicrobien durable.

e Mg et Ag: Le Mg favorise la dispersion et la stabilité des nanoparticules d'Ag, empéchant

leur agrégation et améliorant leur efficacité bactéricide (Li et al., 2021; Gilday et al., 2015;
Zeinali Heris et al., 2023; Matai et al., 2014; Danial et al., 2020).

6.2.3. Caractérisation des nanoparticules de ZnO dopées Mg et Ag synthétisées

Les nanoparticules ZnO dopées Mg et Ag synthétisées par biosynthése peuvent étre

caractérisées par divers techniques, telles que la microscopie électronique a balayage (MEB),

(Senol et al., 2020; Hui et al., 2017).

la spectroscopie Raman et la spectroscopie photoélectronique a émission de champ (PES).

Ces techniques permettent de déterminer la taille, la forme, la composition et la structure

électronique des nanoparticules (Senol et al., 2020; Hui et al., 2017).
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6.2.4. Applications potentielles des nanoparticules de ZnO dopées par le magnésium et
I'argent

Les nanoparticules ZnO dopées Mg et Ag ont un potentiel d'applications dans de nombreux
domaines, notamment (Anguraj et al., 2023; Rouabah et Boudine, 2020):

= Catalyse: Les nanoparticules ZnOdopées Mg et Ag peuvent étre utilisées pour la
photocatalyse de la lumiere visible, ce qui permet de décomposer les polluants organiques dans
I'eau et l'air.

= Antibactérien: Les nanoparticules ZnO dopées Mg et Ag ont une activité antibactérienne
élevée, ce qui les rend prometteuses pour des applications telles que les revétements
antibactériens, les agents de désinfection et les médicaments.

= Optique: Les nanoparticules ZnO dopees Mg et Ag présentent des propriétés optiques
intéressantes, telles que la luminescence et la non-linéarité. Elles peuvent étre utilisees pour

fabriquer des matériaux photoniques, des capteurs et des dispositifs d'imagerie.

Les recherches sur les nanoparticules ZnO dopées Mg et Ag sont en cours pour développer

de nouvelles applications de ces nanomatériaux prometteurs.
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1. Histoire du diabete

La premiére référence au diabéte apparait dans un papyrus égyptien datant d'environ 1500
av. J. -C. Le nom de diabéte sucré — d'aprés le mot latin mel, signifiant « miel » — fut donné, a
cause de la douceur de l'urine diabétique, par Thomas Willis, médecin britannique du XVlle
siecle. Il remarqua également que, bien que la maladie soit rare dans les temps anciens, sa
fréquence augmentait. La cause du diabete resta inconnue jusqu'a la fin du XIXe siecle, lorsque
Joseph vonMering et Edouard Hedon trouvérent I'association entre diabéte et pancréas (Wass J A.
H et Stewart Paul M, 2016).

Enfin, en 1893, le pathologiste francais Gustave-Edouard Languesse découvrit que la
régulation de la glycémie dépendait d'une hormone sécrétée par le pancréas: I'insuline (Dured D,
2021)

2. Généralité du diabéte

Le diabéte sucré est un trouble métabolique chronique qui résulte d'une régulation défaillante
de la glycémie. Cette pathologie constitue I'un des principaux défis de santé publique mondiale,
affectant environ 537 millions d'adultes en 2021 (Figure 12), un chiffre qui devrait augmenter
significativement d'ici 2045 (Magliano et Boyko, 2022)
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Figure 12:Carte, Nombre total estimé d'adultes (20-79 ans) atteints de diabéte en 2021
(Magliano et Boyko, 2022).
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Parmi les formes les plus répandues, le diabéte de type 2 (DT2) est caractérisé par une
résistance a l'insuline, un dysfonctionnement progressif des cellules béta pancréatiques, et des
altérations des voies métaboliques responsables de la régulation du glucose (Eizirik et al., 2020).

La gestion thérapeutique du diabéte a longtemps reposé sur des stratégies combinant des
modifications du mode de vie, des antidiabétiques oraux, et des injections d'insuline. Cependant,
les limites des traitements actuels, notamment leurs effets secondaires et leur efficacité variable,
ont conduit & un intérét croissant pour les alternatives naturelles et les approches innovantes telles
que la nanotechnologie appliquée au domaine biomédical (Annicchiarico et al., 2024; Khursheed
et al., 2019).

3. Définition et pathogenése du diabete
En 1999, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a défini le terme diabéte sucré comme «
un trouble métabolique d'étiologie multiple caractérise par une hyperglycémie chronique avec des
perturbations du métabolisme des glucides, des graisses et des protéines résultant de défauts dans
la sécrétion d'insuline, l'action de l'insuline, ou les deux » (WHO, 1999). L'insuline est une
hormone produite dans les cellules des Tlots de Langerhans du pancréas qui est responsable —
avec une autre hormone produite par les cellules a du pancréas, le glucagon — de la régulation de
la glycémie (WassJohn A. H et Paul M, 2016). Des taux élevés de glucose dans le sang induisent
la libération d'insuline qui active, via des recepteurs spécifiques dans les muscles, le tissu adipeux
et le foie, I'absorption des glucides, en particulier du glucose (Dured D, 2021)
Deux principales voies pathogénes du diabéte conduisent a I'nyperglycémie chronique:
— La destruction des cellules B et 1'absence de production d'insuline;
— Une action insuffisante de I'insuline due a une altération de la sécrétion d'insuline et/ou a des
défauts d'action de l'insuline.
Les niveaux élevés continus de glucose dans le sang endommagent différents organes, tels

que les yeux, les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux sanguins (Dured D, 2021).

4. Le préediabéte

Le prédiabete ou intolérance au glucose, correspond a une hyperglycémie modérée, c'est-a-
dire n'atteignant pas le seuil diagnostic de diabete, mais associée a une augmentation du risque
d'évolution vers le diabete de type 2. (Arra, 2023; Eizirik et al., 2020). Il est défini, selon les

criteres proposés en 2006 par I'Organisation mondiale de la santé (OMS) par:
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v Une hyperglycémie modérée a jeun: glycémie entre 1,10 g/l (6,1 mmol/l) et 1,25 g/l (6,9
mmol/l) apres un jelne de 8 heures et vérifiée a deux reprises.

v' Et/ou une intolérance au glucose: glycémie (sur plasma veineux) comprise entre 1,4 g/l
(7,8 mmol/l) et 1,99 g/l (11,0 mmol/l) 2 heures aprés une charge orale de 75 g de glucose.

v" Une hémoglobine glycosylée (HbAlc) comprise entre 6.0 % et 6.4 % (WHO, 2016).

5. Types de diabéte
L'OMS a classé le diabéte en cinq catégories cliniques

5.1. Le diabete de type 1
l'organisme ne produit plus assez d'insuline c'est le diabéte insulino-dépendant (DID)
(Punthakee Z et al., 2018).

5.1.1. Le diabete de type 1 (DT1)

peut étre détecté bien avant que la sécrétion anormale d'insuline ne commence, avec un
déclin constant commengant au moins deux ans avant le diagnostic (El Sayed N. A et al., 2023).
Autour du méme moment, il y a un déclin de la sensibilité des cellules P au glucose. A mesure
que la premiére réponse a l'insuline diminue, la derniere réponse a l'insuline augmente, indiquant
potentiellement un mécanisme de compensation.

Au debut de la phase post-diagnostic, le déclin de la réactivité a I'insuline s'accelere. Dans
les premiéres années apres le diagnostic, un déclin biphasique de la sécrétion d'insuline a été
observé, la premiére année étant plus marquee que la deuxiéme. Une fois le diagnostic pose, la
diminution de la sécrétion d'insuline peut se poursuivre pendant des années, laissant
éventuellement peu ou pas de production d'insuline. Des niveaux de glucose plus élevés sont un
signe de DT1 méme lorsqu'ils sont dans la plage normale. Lorsque le DT1 se developpe, il existe
des variations significatives de glucose (Kahanovitz L et al., 2017).

Est di a la destruction des cellules B, conduisant généralement & une carence absolue en
insuline. Habituellement, la destruction des cellules B est un processus a médiation immunitaire
(identifie comme type 1A), mais un petit groupe de cas présente une forme idiopathique de la
maladie (identifiée comme type 1B) (Raverot G, 2005).

Il peut étre possible d'anticiper plus précisément le développement du diabete chez les
personnes a risque en utilisant des marqueurs métaboliques, tels que la dysglycémie. L'altération
des niveaux de glucose et de C-peptide peut étre utilisée dans les évaluations de risque pour

améliorer encore les prédictions (Kahanovitz L et al., 2017).
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Les caractéristiques cliniques classiques des cas de type 1 sont: début brutal a un jeune age
—avant 35 ans —, indice de masse corporelle (IMC) normal, utilisation d'insuline dans les 12 mois
suivant le diagnostic et risque éleve d'acidocétose diabétique. Cette forme de diabéte représente 5
a 10 % des cas de diabéte (Raverot G, 2005).

5.1.2. DT1 idiopathique

Une variante rare du DT1 a été signalée et est connue sous le nom de "diabete idiopathique™,
qui n'est pas causée par l'auto-immunité et qui est moins grave que le DT1 auto-immun. Les
personnes atteintes de diabéte idiopathique peuvent connaitre une cétose épisodique ainsi qu'une
insuffisance en insuline. Cette variante est plus courante chez les individus d'origine asiatique ou
africaine (Merger S et al., 2013).

5.1.3. DT1 fulminant

Il s'agit d'un type unique de DT1 identifie pour la premiere fois en 2000. Il partage certaines
caractéristiques avec le DT1 idiopathique, notamment le fait de ne pas étre immuno-médiatisé
(Imagawa A etEjHanafusa T. J, 2006) La céto-acidose survient peu de temps aprés le début de
I'hyperglycémie, et les niveaux de C-peptide serique, qui sont un marqueur de la libération
endogene d'insuline, sont indétectables tandis que les niveaux de glucose dans le sang sont élevés
(288 mg/dL).

Environ 20 % des Japonais atteints de DT1 a début aigu (5000 a 7000 cas) ont cette
condition, qui a été principalement caractérisée dans les nations d'Asie de I'Est. Cela provoque
une mort trés rapide et pratiquement compléte des cellules B, laissant presque aucune production
d'insuline résiduelle. Cette condition est principalement attribuée a des causes environnementales
et héréditaires.

A travers une réponse immunitaire accrue sans formation discernable d'autoanticorps
attaquant les cellules B du pancréas, une réponse immunitaire antivirale peut provoquer la perte

des cellules B du pancréas. Il y a également eu des rapports sur ce type de diabéte et la grossesse

(Imagawa AetDmrHanafusa T. J; 2011).

5.2. Le diabete de type 2
Le diabete de type 2 difféere beaucoup du type 1 en termes de caractéristiques cliniques, car
I'apparition de la maladie est lente et généralement a un age plus avancé (Bait S, 2023).
l'organisme n'utilise pas correctement l'insuline produite; c'est le diabete non insulino-

dépendant (DNID) (Punthakee Z et al., 2018).
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Un élément clé de la pathogenése du diabéte de type 2 (DT2) Est di a un dysfonctionnement
des cellules entrainant une perte progressive de la sécrétion d'insuline sur fond de résistance a
l'insuline. (Galicia-Garcia U et al., 2020). La sécrétion d'insuline varie considérablement en
réponse a la sensibilité a I'insuline pour maintenir des niveaux de glucose adéquats.

L'indice de disposition est une mesure de la relation curviligne entre la sensibilité a
I'insuline et la sécrétion d'insuline. De plus, les patients diabétiques de type 2 ont un faible indice
de disposition; par conséquent, ils ne peuvent pas augmenter de maniére appropriée leur
production d'insuline pour lutter contre la résistance a l'insuline. Méme lorsque les niveaux
absolus d'insuline chez les patients atteints de DT2 obeses résistants a l'insuline sont plus élevés
que chez les sujets témoins maigres sensibles a l'insuline, les niveaux sont toujours trop bas
compte tenu de la gravité de leur résistance a l'insuline. (Dufurrena Q et al., 2017)

La production d'insuline (premiere phase) est significativement réduite ou éliminée en raison
de la stimulation par le glucose. Les patients atteints de DT2 ont un rapport elevé de proinsuline a
insuline (C-peptide). La production maximale d'insuline et la potentialisation de I'nyperglycémie
des réponses a linsuline aux stimuli non glucosiques sont considérablement diminuées
(Dufurrena Q et al., 2017). L'hyperglycémie tend a s'aggraver et a devenir plus difficile a guérir
au fil du temps. Le déclin continu de la fonction des cellules B est une autre caractéristique de la
progression du DT2 (Wysham C etShubrook J. J. P. M, 2020).

La plupart des cas sont en surpoids ou obeses. Ils sont moins susceptibles de nécessiter un
traitement a l'insuline dans les 12 mois suivant le diagnostic, et ne présentent généralement pas

d'acidocétose. Il représente entre 90 et 95 % des cas de diabéte 3 (Bait S, 2023).

5.3. Le diabete gestationnel

Est un type de diabéte diagnostiqué pendant la grossesse, généralement au cours du
deuxiéme ou du troisiéme trimestre, chez les femmes qui n'avaient pas déja recu de diagnostic de
diabete (Bait S, 2023).

L'hyperglycémie liée a la grossesse augmente le risque de mauvais résultats pour la mere, le
foetus et le nouveau-né (Geurtsen M. Let al., 2019). Ce risque est présent que I'hyperglycémie
adopte la forme du DT2 diagnostiquée avant ou pendant la grossesse. Les nouveau-nés nés de
meéres atteintes de diabéte gestationnel présentent un risque accru de développer un diabete a I'age
adulte (Hollander M. Het al., 2007).
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L'incidence accrue de complications liées a la grossesse, telles que la naissance prématurée,
les naissances de gros bébés pour I'age gestationnel, la macrosomie (poids de naissance > 4.5 kg),
I'accouchement par césarienne et la prééclampsie, est principalement due a I'hyperglycémie
pendant la grossesse, qui conduit & des nouveau-nés de plus grande taille. Le diabéte gestationnel
peut étre influencé par plusieurs facteurs de risque, tels que les antécédents familiaux de la
maladie, I'obésité, 'age maternel avancé, le syndrome des ovaires polykystiques, le mode de vie
sédentaire et I'exposition aux polluants environnementaux (Plows J. F et al.,2018).

L'identification du diabéte gestationnel repose sur des critéres spécifiques, qui impliquent
I'évaluation des taux de glycémie a jeun, des taux de glycémie apres une charge de glucose oral
de 75 g et d'autres paramétres pertinents, comme mentionné précédemment (Chukwunyere C. Fet
al., 2020.).

5.4. Autres formes spécifiques du diabéte
Dus a d'autres maladies non incluses dans les trois catégories précedentes sont regroupés
dans cette catégorie

elLes MODY :

Le diabéte de la maturité chez les jeunes (MODY) survient de facon précoce, avant I'age de
40ans. 1l est caractérisé par une altération de la secrétion insulinique et par une absence de
trouble de la sensibilité a I'insuline. il est d'origine génétique, transmis de maniere autosomique
dominante (Timsit J et al., 2016).

¢ Diabete des pancréatopathies :

Toutes les pathologies qui atteignent le pancréas de maniére diffuse peuvent conduire a un
diabete. Ce sont: pancréatite chronique,cancer du pancréas, pancréatectomie ettraumatismes du
pancréas, mucoviscidose, hémochromatose, diabete fibrocalculeux (Elsevier M, 2019). Mariko
retrouvait une prévalence de 6.52 % de diabéte secondaire a une pancréatopathie (Mariko S,
2012).

¢ Diabete des endocrinopathies:

Ce type de diabéete peut étre secondaire a: une acromégalie, un syndrome de Cushing, un
phéochromocytome, un hyperaldostéronisme primaire, une hyperthyroidie, une hyper-

parathyroidie primaire (Timsit J et al., 2016)
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e Diabete secondaire aux médicaments :
Parmi les médicaments responsables de diabete, on peut citer: Les glucocorticoides, Les
hormones thyroidiennes, Les thiazidiques, etc (Timsit J et al., 2016).
e Les anomalies monogéniques de la fonction des cellules B: diabéte de la maturité du jeune
ou diabéte néonatal transitoire (Bait S, 2023).
e Les défauts monogéniques de I'action de l'insuline (leprechaunisme ou syndrome de
Rabson-Mendenhall). et d'autres syndromes génétiques associés au diabéte (syndrome de
Down ou syndrome de Klinefelter) (Bait S, 2023).

5.5. Les formes hybrides de diabéte
Sont une nouvelle catégorie récemment ajoutée par 'OMS, comprenant les formes cliniques

de diabete qui combinent les caractéristiques de type 1 et de type 2 (Bait S, 2023).

5.6. Le diabéte a médiation immunitaire a évolution lente (ancien diabéte auto-immun
latent de I'adulte)
Est inclus, car ses caractéristiques cliniques sont similaires au diabéte de type 2, mais les
individus présentent des auto-anticorps pancréatiques. Un autre exemple est le diabéte de type 2 a
tendance cétose (Bait S, 2023).

6. Classification et causes du diabéte

Le diabéte est une maladie métabolique complexe qui se présente sous différentes formes,
chacune étant associée a des causes spécifiques. Le tableau 06 présente une classification
détaillée du diabéte ainsi que ses principales causes. Cette classification permet de mieux
comprendre les mécanismes sous-jacents a chaque type de diabete, qu'ils soient liés a des facteurs
auto-immuns, genétiques, hormonaux, ou environnementaux tels que les médicaments ou les

traumatismes.
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Tableau 06: Classification du diabete et les causes ("2. Diagnosis and classification of
diabetes: standards of care in diabetes—2024," 2024; R. Kumar et al., 2020)

Formes associées /défauts

Causes

Diabéte de Type 1

Destruction des cellules 3, conduisant généralement a une

carence absolue en insuline, Auto-immun et idiopathique.

Diabéte de Type 2

Peut aller d'une insulinorésistance prédominante, avec
carence insulinique relative a un défaut de sécrétion

prédominant, avec ou sans insulinorésistance.

Défauts génétiques altérant la

fonction des cellules R

Chromosome (20, 7, 12, 13) / Mutation 3243 de I'ADN

mitochondrial

Défauts génétiques altérant
I'action de Il'insuline

Insulinorésistance de type A / Lepréchaunisme
(Syndrome de Donohue) Syndrome de Rabson-
Mendenhall / Diabéte lipo-atrophique

Maladies du pancréas

Maladies du pancréas exocrine / Pancréato-pathiefibro—
calculeuse / Pancréatite / Traumatisme / Pancréatectomie

Diabétegestationnel

Découvert pendant la grossesse

Endocrinopathies

Syndrome de Cushing / Acromegalie /
Phéochromocytome / Glucagonome / Hyperthyroidie /

Somatostatinome

Pharmaco- ou chimio-induit

Acide nicotinique / Glucocorticoides / Hormones

thyroidiennes a, 3-stimulants

Formes rares de diabéte auto-

immun

Syndrome de I'homme raide / Anticorps anti-récepteurs

de l'insuline

Autres formes

Cancer / Mucoviscidose / H&émochromatose

Autres syndromes génétiques

parfois associés au diabéte

Trisomie 21/ Maladie de Friedreich / Syndrome de
Klinefelter / Syndrome de Laurence — Moon — Bardet —
BiedIMyotonie dystrophique (Maladie de Steinert)
Syndrome de Prader-Labhart-Willi.
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7. Physiopathologie du diabéte

7.1. Régulation hormonale de la glycémie

La régulation hormonale de la glycémie est un processus crucial pour maintenir un niveau
stable de glucose dans le sang. Cette régulation est assurée par des hormones pancréatiques,
notamment l'insuline et le glucagon, sécrétées par les flots de Langerhans dans le pancréas.
L'insuline est libérée en réponse a une hyperglycémie pour favoriser I'absorption du glucose par
les cellules et réduire la glycémie (Hamsi W et MallemsS, 2024).

En revanche, le glucagon est sécrété en cas d'hypoglycémie pour stimuler la libération de
glucose stocké dans le foie, augmentant ainsi la glycémie. Ce systeme de régulation permet de
maintenir la glycémie autour d'une valeur de consigne essentielle au bon fonctionnement de
I'organisme, assurant ainsi un équilibre métabolique optimal. Pendant la période post-absorptive,
lorsque l'insuline diminue et que les niveaux de glucagon augmentent, les principales adaptations
métaboliques se produisent, surtout dans le foie.

Le glucagon favorise la libération de glucose a partir du glycogéne (glycogénolyse) et la
production de glucose a partir de sources non-glucidiques (néoglucogenese) (Hamsi W et
MallemS, 2024).

Le pancréas est le chef d'orchestre de la glycémie, agissant comme une usine de production
d'’hormones. Il fabrique deux (02) hormones principales qui fonctionnent de maniére opposee, tel
un balancier :

e Insuline: Lorsque le taux de glucose sanguin augmente, lI'insuline est libérée. Elle agit comme
une clé, déverrouillant les cellules du corps (en particulier les muscles, le tissu adipeux et le
foie) pour qu'elles absorbent le glucose du sang.

e Glucagon: En cas de baisse de la glycémie, le glucagon est libéré. 1l ordonne au foie de
libérer le glucose stocké et méme d'en produire, ce qui fait augmenter le taux de glucose
sanguin. Ce systeme de balancier permet de maintenir une glycémie stable et équilibrée
(Figure 13) (Hamsi W et MallemS, 2024).
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Régulation hormonale de la glycémie par I'insuline et le glucagon

PANCREAS

HYPERGLYCEMIE HYPOGLYCEMIE

Cellules 3 Cellules a

Sécrétion Sécrétion
insuline ADARELRX PR glucagon

MUSCLE

y 4

Utilisation celiuiaire Stockage Relargage de
du glucose du glucose glucose

\ GLYCEMIE \ GLYCEMIE

\o Retour & I'équilibre de la glycémie /

Figure 13:Modéle interactif des mécanismes de régulation du glucose

7.2. Physiopathologie moléculaire du diabéte de type 2
7.2.1. Insulinorésistance

L'IR (résistance a l'insuline) fait référence a une réduction de la réponse métabolique des
cellules insulinodépendantes face a [Iinsuline, ou au niveau systémique, a une
altération/diminution de la réponse a l'insuline circulante en fonction du taux de sucre dans le
sang (Czech, 2017).

Trois principales catégories de conditions d'IR ou d'insulino-déficience existent: (1)
Réduction de la production d'insuline par les cellules B; (2) présence d'antagonistes de I'insuline
dans le plasma, causés soit par des hormones anti-régulatrices, soit par des substances non
hormonales qui perturbent les récepteurs ou leur signalisation a I'insuline; et (3) dégradation de la
réaction a l'insuline dans les tissus cibles (Pearson et al., 2016). L'interaction d'autres molécules,
y compris I'hormone de croissance et I''GF-1 en postprandial, influence l'action de l'insuline
(Galicia-Garcia et al., 2020).
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7.2.2. Dysfonctionnement des cellules f§

Le dysfonctionnement des cellules f dans le diabéte de type 2 (DT2) peut résulter d'un
réseau complexe d'interactions entre I'environnement et les voies moléculaires impliquées dans la
biologie cellulaire.

Des états nutritionnels excessifs, tels que ceux observés dans I'obésité, entrainent souvent
une hyperglycémie et une hyperlipidémie, favorisant l'inflammation chronique. Les cellules B, en
raison de différences génétiques, sont soumises a des pressions toxiques telles que
I'inflammation, le stress inflammatoire, le stress du réticulum endoplasmique (RE), le stress
métabolique/oxydatif et le stress amyloide, pouvant finalement conduire a une perte d'intégrité
insulaire (Figure 14). Des niveaux élevés d'acides gras saturés et I'nyperglycémie induisent un
stress du RE en activant les voies de réponse aux protéines mal repliées (UPR) apoptotiques. Une
glycémie élevée soutenue augmente la biosynthése de la pro-insuline et des polypeptides
amyloides des ilots (IAAP) dans les cellules B, conduisant a I'accumulation d'insuline mal repliée
et d'IAAP et a une augmentation de la production d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) médiée
par le repliement oxydatif des proteines. Ces effets altérent la mobilisation du calcium
intracellulaire du RE, favorisent les signaux pro-apoptotiques, la dégradation de 'ARNm de la
pro-insuline et induisent la libération d'interleukine (IL)-1B, qui recrute les macrophages et
amplifie I'inflammation locale des filots (Christensen et Gannon, 2019; Galicia-Garcia et al.,
2020).

|
healthy 3 cell stressed f3 cell failing B cell

insulin res
B-cell function ) N inflamm

B-cell compensation

normal glucose i i
o ) impaired glucose
olerance tolerance

glucolipotoxicity

—) type 2 diabetes

Figure 14:Représentation schématique de I'évolution du diabéte de type 2 (Christensen et
Gannon, 2019).
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8. Digestion et absorption du glucose
8.1. Période prandiale
8.1.1. Absorption du glucose
Les glucides comme I'amidon sont digérés dans le tractus digestif et transportés vers le foie
par la veine porte sous forme de glucose. (Hamsi W et MallemsS, 2024).

8.1.2. Devenir du glucose

Le glucose est utilisé comme carburant et stocké sous forme de glycogéne dans le foie et les
muscles. L'excés de glucose peut étre transformé en lipides, stockés dans les tissus adipeux ou
provoquer une accumulation de lipides dans le foie, appelée stéatose hépatique (Hamsi W et
MallemS, 2024). (Figure 15)

Energie

GLUCOSE

Acides
gras +
glyeeérol

v

Chylomicrons

B Processus stimulé par 'insuline I Processus inhibé par I'insuline I Processus indépendant de I'insuline

Figure 15:Adaptations de la régulation du métabolisme énergétique au cours de la période post-
prandiale (Hamsi W etMallem S, 2024).
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8.2. Période post-absorptive
8.2.1. Adaptations métaboliques

Lorsque la digestion et I'absorption des glucides du repas sont achevées (apres environ 2 a 6
heures en fonction du contenu du repas), la glycémie devient légerement inférieure a 1 g/L et il
est nécessaire de commencer a produire du glucose de fagon endogéne en particulier pour les
besoins énergétiques du cerveau. Le foie est, dans ces conditions, le principal organe pouvant

produire du glucose dans la circulation. (Figure 16) (Hamsi W etMallem S, 2024).

Lipolyse

Catichadmnn

I Processus inhibé par nsuline [N Processus indépendant de l'nsuline

Figure 16:Adaptations de la régulation du métabolisme énergétique au cours de la période post-
absorptive (Hamsi W etMallem S, 2024).

8.2.2. Dysfonctionnements dans le diabéte

Le diabéte se caractérise par un exces de glucose dans le sang, résultant d'un déficit en
insuline, I'normone chargée de réguler la glycémie. Ce déséquilibre peut survenir soit parce que
l'organisme produit insuffisamment d'insuline, soit parce que cette hormone n'est pas

suffisamment efficace. La physiopathologie sous-jacente a cette déficience est complexe et
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diversifiée, engendrant plusieurs types de diabéte: le type 1, le type 2 et le gestationnel (Hamsi W
et Mallem S, 2024).

Cette hyperglycémie prolongée est liée, a terme, a des complications spécifiques qui
affectent principalement les yeux, les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux sanguins (Hamsi W

et Mallem S, 2024).

8.2.3. Le diabete de type 1 (DT1)

Il se caractérise par une atteinte auto-immune dirigée contre les cellules béta des ilots de
Langerhans pancréatiques responsable a terme d'une insulinopénie (Figure 17) (Imagawa A et
al.,2000). Les patients porteurs de ce type de diabéte sont généralement d'age jeune et présentent
de symptdmes tels que la polydipsie, polyurie et une perte de poids (Greenbaum CJ et al., 2001).
Il est moins fréquent et représente environ 5 % a 10 % de tous les diabétes (Gregory GA et al.,
2001; Banfantini P. L,2024).

Cellules B des ', | Celliles B des | Cellules B des |
ilots de .-----> ilots de 1------» flots de '

Langherans | Langherans Langherans

T S

Insuline
.- Asymptomatique : phase de pré-diabéte ! _
L (dure en moyenne 5-10ans) 1 diabéte de

Figure 17:Physiopathologie du diabéte de type 1 (Hartemann A et Grimaldi A, 2013).

8.2.4. Le diabéte de type 2 (DT2)

Il représente la principale cause des diabetes (Saeedietal., 2019). Selon Bartolomé et al., le
DT2 de fagon générale résulte d'une perte de la fonction des cellules B pancréatiques
occasionnant une mauvaise régulation de la glycémie (Banfantini P. L,2024). Les cellules

pancréatiques, sont des cellules productrices d'insuline, une hormone anabolique qui assure la
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régulation des fonctions métaboliques importantes notamment le contrle des concentrations de
glucose dans le sang. Le DT2 se caractérise egalement par une résistance peériphérique
progressive des cellules a Il'insuline, diminuant ainsi le captage du glucoses par ces cellules
(musculaires et adipeuses principalement), et amene a une augmentation de la glycémie
(Bartolome A, 2022). Plusieurs organes sont impliqués dans le mécanisme de ce type de diabete
notamment le pancréas, le foie, le muscle, le tissu adipeux, le tractus gastro-intestinal, les reins et
le cerveau (Figure 18) (De Fronzo RA, 2009).

Le pancréas: L'altération de la fonction des cellules B et de I'action de I'insuline
apparaissent tres précocement dans I'évolution du DT2 mais la manifestation clinique est
beaucoup plus tardive (Fonseca VA, 2009). Chez les personnes ayant une tolérance correcte
au glucose avec un risque de développer un DT2, la résistance de l'insuline pourrait étre
observée (Warram JH et al., 1990; Banfantini P. L, 2024). Les mécanismes SUpposés joue un
role dans le déclin de la fonction des cellules p comprennent les suivants:

Le polymorphisme génétique: il a eté montré que le polymorphisme génétique chez les
sujets prédisposés au DT2 serait responsable de I‘incapacité des cellules B a répondre au
besoin de lI'organisme en insuline (Mills GW et al., 2004).

L'age: des études ont démontré que I'age serait un facteur favorisant la défaillance de la
fonction des cellules 13 et de secrétion de I'insuline (Chang AM etHalter JB, 2003).

Le regime alimentaire et I'exercice: la résistance a l'insuline serait aussi liée a l'obésité et a
I'inactivité physique. En effet, les régimes riches en glucides sont responsables des niveaux
élevés d'insuline et surtout de glucose sanguin. Ces comportements pourraient élevés la
libération d'insuline et conduire a la destruction des cellules 8 (Hu FB, 2011).

La glucotoxicité: l'exposition a long terme des concentrations hautes de glucoses serait un
facteur délétere de la fonction des cellules B (Poitout V et Robertson RP, 2002).

La lipotoxicité: des proportions plasmatiques elevées d'acides gras affectent la libération
d'insuline chez les sujets prédisposés au DT2 (Kashyap S et al., 2003).

e Le foie: le mécanisme de la néoglucogenese libére en quantité importante du glucose dans
le sang; c'est le principal organe qui libére le glucose. En cas de DT2, le foie libére de fagon
excessive de grandes concentrations de glucose dans le sang (HeitJA et al., 2009).

e Le tissu adipeux: des recherches ont demontré que l'effet anti-lypolitique de l'insuline

diminuée dans le DT2 est responsable d'élévation en grande quantité d'acides gras libres.
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Ces derniers stimulent la néoglucogenese accentuée par la résistance hépatique de
I'insuline, et perturbe la sécrétion et la libération d'insuline (Bays H et al., 2004).

e Le muscle: le muscle squelettique exposé de facon réguliéere et chronique a des
concentrations sanguines de sucre trop importantes développe une résistance a l'insuline.
Ce phénomeéne participe a I'accumulation abondante du glucose dans le sang et contribue au
développement de I'nyperglycémie.

e Le cerveau :en passant la barriere hémato-encéphalique, l'insuline sous laction de
neuropeptides module la prise alimentaire et I'appétit. Chez le sujet DT2, ce mécanisme est
perturbé et modifie la sensation de satiété des patients entrainant des prises alimentaires

excessives (Banfantini P. L,2024).
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Figure 18: Physiopathologie du diabéte de type 2 (CEEDMM, 2022)

9. Symptdmes et diagnostic du diabéte
9.1. Symptoémes cliniques

Les symptomes classiques du diabete sont la polyurie, la polydipsie, la fatigue et la faiblesse.
Les patients diabétiques de type 1 présentent également une perte de poids malgré une
augmentation de l'appétit et une vision parfois floue. Dans le diabete de type 1, les symptomes
apparaissent généralement en quelques jours ou semaines; il est donc peu probable que les cas de

type 1 soient diagnostiqués en raison d'un dépistage médical de routine (Raverot G, 2005).
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Au contraire, l'apparition du diabete de type 2 n'est souvent pas associée a des signes
cliniques, de sorte que les patients sont généralement diagnostiqués lors d'un examen de routine.
En plus des symptdmes classiques du diabéte, les cas de type 2 peuvent également présenter
d'autres affections, telles que des infections cutanées ou des problémes de guérison. On considére
qu'environ un tiers des patients atteints de diabete de type 2 présentent des complications
chroniques lors de la découverte de la maladie de diabete (Figure 19) (Dured D, 2021).

Principaux symptémes du diabéte
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Figure 19 : Symptémes du diabete type 2.

9.2. Diagnostique

Le diagnostic du diabete repose généralement sur la mesure de I'hémoglobine glyquée
(HbA1c), de la glycémie a jeun (FPG) ou de la glycémie apres charge orale de glucose (GTT).
Ces valeurs sont utilisées pour estimer la corrélation entre I'HbAlc ou la FPG et la rétinopathie,
ce qui aide a definir les valeurs seuils de glucose et d'HbAlc pour diagnostiquer le diabéte
(Nakagami et al., 2007). Le diabete est diagnostiqué lorsque la glycémie a jeun est supérieure a
126 mg/dL (7.0 mmol/L), la glycémie plasmatique a 2 heures aprés une charge orale de glucose
est supérieure a 200 mg/dL (11.1 mmol/L), ou le taux d'HbAlc est supérieur a 6.5 % (48

mmol/mol), ou lorsque la glycémie plasmatique aléatoire est supérieure a 200 mg/dL (11.1
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mmol/L) (Genuth et al., 2003). En 2009, le Comité international d'experts a propose l'adoption de
I'HbAlc comme outil de diagnostic et de suivi thérapeutique du diabete, une recommandation
largement soutenue par de nombreuses organisations et experts mondiaux (Antar et al., 2023).

L'HbAlc présente des avantages par rapport a la FPG pour le diagnostic du diabéte,
notamment une meilleure corrélation avec les complications microvasculaires, une meilleure
stabilité pré-analytique et un coefficient de variation plus faible (3.6 %) par rapport a la FPG
(5.7%) et a la glycémie aprés 2 heures de GTT (16.6 %). L'HbALc s'est averée étre plus fortement
associée aux complications microvasculaires, en particulier a la rétinopathie, et sert de marqueur
de la glycation protéique et du contrdle glycémique, qui sont directement liés au diagnostic et au
développement des complications diabétiques. Si I'HbAlc est utilisée comme seul test
diagnostique, le test doit étre répété dans les deux semaines chez les patients asymptomatiques
(American Diabetes Association, 2021).

Cependant, l'appartenance ethnique peut influencer les valeurs seuils de diagnostic du
diabete, avec des valeurs seuils différentes adoptées par diverses nations et groupes ethniques
(Xu, et al., 2014). Par exemple, une étude japonaise a mesuré les valeurs seuils a 5.5 % (37
mmol/mol) et 6.5 % (48 mmol/mol), tandis qu'une étude egyptienne a rapporté une valeur seuil de
6.3 % (45 mmol/mol). Des chercheurs australiens ont suggéré d'utiliser deux valeurs seuils, 5.5 %
pour "exclure” le diabéte et 7.0 % pour le "confirmer” (Antar et al., 2023).

L'appartenance ethnique peut également affecter la prévalence du diabete et du prediabete
(Sivaprasad et al., 2012). Dans la plupart des essais, I'HbAlc a permis d'identifier moins de
patients diabétiques que la FPG ou la GTT. Cependant, d'autres recherches ont montré qu'en

utilisant 'HbA1c, davantage de personnes étaient diagnostiquées diabétiques (Grant et al., 2004).

10. Complications du diabete
10.1. Les microangiopathies
10.1.1. La rétinopathie diabétique (RD)

C'est la complication la plus redoutée du diabéte; est l'une des principales causes de ce cite
parmi la population active avec des conséquences personnelles et socioéconomique terribles alors
qu'elle est potentiellement évitable et traitable. (D'apres l'analyse de 35 études réalisées a travers
le monde entre 1980 et 2008, la prévalence globale de la RD chez les personnes vivant avec le
diabete basé sur une imagerie rétinienne a été estimée a 35%, avec une RD menacant la vision
dans 12 % des cas (Bunce C et Wormald R, 2006; WHO, 2013). Selon I'OMS, il a été estimé
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qu'un tiers de la population des diabétiques de type 2 sera atteint de rétinopathie diabétique au
bout de 20 ans d'évolution du diabéte, que parmi celle-ci, un tiers aura une rétinopathie
potentiellement cécitante et un tiers des diabétiques ayant des complications cécitantes deviendra
définitivement aveugle (WHO, 2015).

Selon les données 2007-2010 de la cohorte ENTRED, La fréquence de la rétinopathie
diabétique estimée a partir des données des médecins était de 7.9 % en métropole; 3.9 % des
sujets diabétiques déclaraient avoir perdu la vue d'un ceil et 16.6 % avaient recu un traitement
ophtalmologique par laser. Les sujets diabétiques peuvent étre atteints d'autres pathologies
oculaires: cataracte, glaucome, paralysies oculomotrices, neuropathies optiques, atteintes
corneennes (Druet C et al., 2013).

10.1.2. La neuropathie diabetique

La neuropathie périphérique avec prédominance aux membres inférieurs. Les paresthésies
sont a type de fourmillements. Les douleurs peuvent étre diffuses: sensation de brilure,
d'élancements, de picotements. Les troubles de la sensibilité sont souvent au second plan:
troubles de la sensibilité profonde, troubles de la sensibilité superficielle thermo-algésique et
tactile (Bril V et al., 2013; Nejmeddine K et al., 2020; Said G, 1998; Gin H. etRigalleau V, 2010;
Hubeaux K et al., 2008).

La prévalence rapportée de la neuropathie périphéerique diabétique va de 16 % a pres de 87 %
(Sobhani S et al., 2014), avec une neuropathie diabétique douloureuse signalée chez environ 26 %

des adultes vivant avec le diabete (Davies M et al., 2006).

10.1.3. La néphropathie diabétique

Est la complication dégénérative la plus grave des microangiopathies car elle engage le
pronostic vital du patient. Le diabéte est la premiére cause d'insuffisance rénale dans les pays
industrialisés. Son diagnostic confere d'emblée un risque cardiovasculaire élevé: la présence
d'une néphropathie multiplie par 3 a 4 le risque cardiovasculaire chez les diabétiques de type 2 et
elle est souvent associée a une augmentation de la pression artérielle (Roussel R, 2011; Rigalleau
V etal., 2011; Binaut R et al., 2004; Gueutin V et al., 2014).

A I'échelle mondiale, plus de 80 % des insuffisances rénales terminales sont dues au diabéte,
a I'hypertension ou a une combinaison des deux. Le pourcentage d'insuffisances rénales

terminales attribuées au diabéte varie entre 10 % et 67% (Rajiv Set al., 2018).
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10.2. Les macro angiopathies

Le risque cardiovasculaire global des sujets diabétiques est élevé. 1l est multiplié par 2 a 3
par rapport a la population générale (Cosson E et Valensi P, 2019; Penfornis A et al., 2012). Les
infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux sont responsables de plus de 50 %
des déces des personnes diabétiques. Dans I'étude CODIAB, une artériopathie oblitérante des
membres inférieurs était observée chez 19 % des personnes diabétiques (Delcourt C et al., 1998).

Selon les données 2007-2010 de la cohorte ENTRED, 17 % des sujets diabétiques
déclaraient un angor ou un antécédent d'infarctus du myocarde; 14 % un antécédent chirurgical de
revascularisation coronarienne (Druet C et al., 2013).

Les médecins traitants rapportaient que 6 % de leurs patients diabétiques avaient une
insuffisance cardiaque et 5 % avaient eu un accident vasculaire cérébral

Le risque de déces par maladie cardiovasculaire est 2 a 3 fois plus élevé chez les sujets non

diabétiques. Le risque croit progressivement avec la sevérité du diabete.

11. Approches Thérapeutiques

Il existe plusieurs approches modernes dans la gestion du diabéte. Cependant, un diagnostic
précoce est essentiel pour atteindre les objectifs fixés dans le traitement du diabete (Herman et
al., 2015). Chaque patient est pris en charge dans le but d'obtenir un résultat particulier. Ces
résultats sont définis des le premier jour de la consultation afin de garantir une approche

individualisée dans la gestion du diabéte (Aloke et al., 2022).

11.1. Traitement pharmacologique

Le traitement pharmacologique du diabete sucré est indiqué lorsque la glycémie a jeun
dépasse 1600 mg/L. Les antidiabétiques oraux sont utilisés dans la prise en charge du diabete de
type 2. Traditionnellement, le traitement oral est indiqué chez tout patient diabétique de type 2
chez lequel le régime alimentaire et I'exercice physique n'ont pas permis d'obtenir un controle
glycémique acceptable. Cependant, bien que les réponses initiales puissent étre bonnes, les
antidiabétiques oraux perdent leur efficacité chez un nombre important de diabétiques
(DeFronzo, 1999).

— Insulinothérapie
Les patients atteints de diabéte de type 1 dépendent de l'insuline externe (le plus souvent
administrée par voie sous-cutanée) pour leur survie car I'normone n'est plus produite de maniere
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endogéne. Les patients atteints de diabéte de type 2 présentent une résistance a l'insuline, une
production d'insuline relativement faible, ou les deux; certains patients atteints de diabéte de type
2 peuvent finalement nécessiter de l'insuline si d'autres médicaments ne parviennent pas a
contrbler adéquatement la glycémie.

Il existe de nombreux types d'insuline utilisés pour traiter le diabéte. lls sont classés en
fonction de leur vitesse d'action, du moment ou ils atteignent leur pic d'action (c'est-a-dire lorsque
la concentration d'insuline dans le sang est maximale) et de la durée de leur effet (Tuomilehto et
al., 2001).

—~ Meédicaments oraux
= Les sulfonylurées

Ces agents stimulent la sécrétion d'insuline des cellules B pancréatiques chez les patients
ayant une fonction résiduelle des cellules . Leur absorption est bonne, et leur demi-vie et durée
d'action varient. Ils comprennent les sulfonylurées de premiére génération (chlorpropamide,
tolbutamide, tolazamide, acétohexamide), de deuxiéme génération (glyburide, glipizide) et de
troisieme géneration (glimepiride). Ces médicaments entrainent une hypoglycémie légére, tandis
que I'hypoglycémie sévere reste rare (Scott, 2004). lls augmentent la production d'insuline, la
sensibilit¢ des cellules B, l'absorption du glucose et réduisent la néoglucogenése de fagon
chronique (Karam et al., 1975). Le traitement est le plus efficace chez les patients de moins de 40
ans, diagnostiqués avec un diabete de type 2 depuis moins de cing ans, et ayant une glycémie a
jeun inférieure a 3000 mg/L (Mooradian, 1996).

Environ deux tiers des patients traités par sulfonylurée répondent favorablement, mais
jusqu'a 20 % nécessitent un traitement supplémentaire. Le passage d'une sulfonylurée a une autre
apporte peu de bénéfices chez les patients diabétiques non contrélés (Mooradian, 1996).

L'utilisation de médicaments a demi-vie longue, comme la chlorpropamide, est déconseillée
chez les personnes agées ou les patients insuffisants rénaux en raison du risque accru
d'’hypoglycémie (Florence et Bryan, 1999). Les effets secondaires incluent I'hypothyroidie, la
thyromégalie, des troubles cardiovasculaires, des infections cutanées, des troubles
hématologiques, la jaunisse cholestatique, I'nyponatrémie, la rétention d'eau et la prise de poids
due a I'nyperinsulinémie, facteur contribuant a I'échec secondaire du traitement (DeFronzo, 1999;
Mooradian, 1996; Kelly, 1995).
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= Biguanides

Ces agents augmentent la sensibilité a I'insuline en diminuant la néoglucogenese hépatique
(effet principal), en augmentant la captation du glucose par le muscle squelettique, en réduisant
les taux de triglycérides plasmatiques et de LDL-cholestérol et en augmentant la sensibilité
périphérique a l'insuline (effet secondaire). Ils n'augmentent pas les taux d'insuline et ne
provoquent pas de prise de poids. Pris seuls, ils ne provoquent pas d'hypoglycémie (Scott, 2004;
United Kingdom Prospective DiabetesStudy Group, 1998).

La Metformine, dérivée a l'origine de la plante médicinale Galega officinalis, est un exemple
de biguanide. Elle est utilisee en monothérapie ou en association avec les sulfonylurées pour le
traitement du diabéte de type 2. Utilisée en monothérapie, la Metformine ne provoque pas
d'hypoglycémie et est donc qualifiee d'antihyperglycémiant. L'utilisation de la Metformine est
contre-indiquée chez les patients présentant une insuffisance rénale (c'est-a-dire un taux de
créatinine sérique de 15 mg/L chez I'homme et de 14 mg/L chez la femme) ou une acidose
métabolique aigué ou chronique (Scheen, 1997).

La cimétidine diminue la clairance rénale de la Metformine et potentialise ses effets. Les
patients recevant un traitement anticoagulant oral et de la Metformine nécessitent une dose plus
élevée de warfarine pour obtenir un effet antithrombotique thérapeutique (Melchior et Jaber,
1996). Cependant, les effets secondaires de la Metformine comprennent la faiblesse, la fatigue,
I'essoufflement, les nausées, les vertiges, I'acidose lactique et la néphrotoxicité(United Kingdom

Prospective DiabetesStudy Group, 1998).

= Inhibiteurs des alpha-glucosidases

Les inhibiteurs des alpha-glucosidases (acarbose - Glucobay®, Glumida® - et miglitol -
Diastabol®, Plumarol®) inhibent de maniere compétitive et réversible les alpha-glucosidases
intestinales, retardant ainsi partiellement l'absorption des glucides. Par conséquent, leur principal
effet est de réduire I'hyperglycémie postprandiale. Leur efficacité pour réduire I'HbAlc est
inférieure a celle obtenue avec les médicaments mentionnés précédemment, et ils seraient
particulierement indiqués chez les patients présentant une glycémie basale acceptable et une
hyperglycémie postprandiale (DeFronzo, 1999).

Afin de minimiser les effets secondaires, il est recommandé de commencer le traitement par
25-50 mg (un demi-comprimé ou un comprimé), a avaler sans macher avant les repas. La dose

peut étre augmentée chaque semaine jusqu'a atteindre 300 mg/jour, qui est la dose habituelle, et
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son effet maximal est observé au bout de 3 mois (Scheen, 1998). Les effets secondaires les plus
importants, responsables du plus grand nombre d'arréts de traitement, sont les flatulences (30 %)
et la diarrhée. lls sont contre-indiqués chez les patients atteints de maladie intestinale chronique,
de grossesse, dallaitement maternel, de cirrhose du foie et d'insuffisance rénale (Simé et
Hernandez,2025).

= Inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4)

Les inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4)notamment la sitagliptine, la
vildagliptine, la saxagliptine, la linagliptine et I'alogliptine, sont des traitements efficaces pour la
gestion du diabéte de type 2 (DT2). La sitagliptine réduit les niveaux de glucose a jeun et
postprandial, améliore la fonction des cellules B et est bénéfique dans le diabete de type 1 (DT1)
lorsqu'elle est combinée a Il'insuline, agissant via la suppression du glucagon (Charbonnel et al.,
2006; Aschner et al., 2006). La vildagliptine ameéliore la sécrétion et la sensibilité a I'insuline,
réduit les niveaux de glucagon et controle efficacement la glycémie lorsqu'elle est associée a la
Metformine, bien qu'elle nécessite souvent des thérapies complémentaires (Ahren et al.,
2004;Jeon et Oh, 2011). La saxagliptine soutient les effets des hormones incrétines, diminue les
niveaux d'HbALc et régule I'noméostasie du glucose, bien que des effets secondaires mineurs tels
que des maux de téte et des infections respiratoires soient rapportés (Neumiller et Campbell,
2010; Peters, 2007). La linagliptine, adaptée aux patients insuffisants rénaux et agés sans
ajustement de dose, offre un profil de sécurité favorable, réduit la graisse hépatique dans la
steatose hépatique et évite la prise de poids (Deacon et Holst, 2010;Kern et al., 2012).

L'alogliptine fournit un contrdle de I'hyperglycémie comparable a celui des autres inhibiteurs
de la DPP-4, prévient la progression de la stéatose hépatique non alcoolique et améliore la
fonction des cellules B dans les thérapies combinées (Baetta et Corsini, 2011; Ndefo, et al.,
2014). Collectivement, ces inhibiteurs sont bien tolérés et adaptables, offrant des avantages ciblés

pour répondre aux divers besoins des patients (Jamwal, 2020).

11.2. Traitement non pharmacologique

La modification du mode de vie est essentielle dans la gestion du diabete, tant pour les
patients prédiabétiques que diabétiques. Elle inclut la réduction de la sédentarité, I'augmentation
de l'activité physique et une alimentation équilibrée, favorisant les légumes, fruits, céréales
complétes, produits laitiers écrémés et viandes maigres, tout en limitant les sucres et les graisses.
L'arrét du tabagisme et la réduction de la consommation d'alcool sont également conseillés
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(Franz, 1997; Chong et al., 2017). Cependant, I'adhésion & ces recommandations peut étre un défi
pour de nombreux patients. Pour pallier cette difficulté, des programmes en ligne ont été mis en
place, offrant une aide précieuse pour l'autogestion et le suivi des modifications du mode de vie
(Cotter et al., 2014; Wang et al., 2020).

11.3. Innovations thérapeutiques: Nanotechnologies et extraits naturels

Les nanoparticules a base de composés naturels, comme celles dérivées des noyaux des
dattes(Phoenix dactylifera L.), représentent une avancée prometteuse dans le traitement du
diabéte de type 2 (Farag et al., 2023). Ces nanoparticules permettent une délivrance ciblée,
augmentent la biodisponibilité des composeés actifs, et réduisent les effets secondaires associés
aux traitements classiques.

Les recherches récentes ont demontré les propriétés antidiabétiques de nombreux extraits de
plantes, riches en composés bioactifs tels que les polyphénols, les alcaloides, et les flavonoides.
Ces composes agissent en améliorant la sensibilité a I'insuline, en réduisant le stress oxydatif, et
en protégeant les cellules béta pancréatiques. Les premiers résultats expérimentaux sur les
noyaux de dattes, utilisés traditionnellement en medecine populaire, indiquent leur capacité a
moduler les enzymes digestives du glucose, réduire l'inflammation, et améliorer la régulation
hormonale.

Sous forme de nanoparticules, ils pourraient réguler efficacement la glycémie et limiter les
complications associées au diabéte, tout en offrant une alternative naturelle et innovante aux
thérapies actuelles (El-Far et al., 2021; He et al., 2020).

e Nanoparticules d'oxyde de zinc

Al-Murshidi et al.,(2023) ont évalué l'activité antidiabétique des nanoparticules d'oxyde de
zinc et d'oxyde de chrome, seules ou en combinaison, et ont constaté qu'elles entrainent une
diminution des niveaux de glucose et d'HbALc ainsi qu'une augmentation de I'hormone insuline,
suggerant leur potentiel antidiabétique. Selon Alkazazz et Taher (2021), les nanoparticules
constituent une approche prometteuse pour améliorer le diabéte sucré. Le zinc joue un rdle
essentiel dans le métabolisme du glucose en favorisant la glycogénese dans le foie via les voies
de signalisation de l'insuline (Ashrafizadeh et al., 2020). De plus, les nanoparticules d'oxyde de
chrome peuvent améliorer la capacité antioxydante des cellules affectées par le diabéte en

réduisant le stress oxydatif (Siddiqui et al., 2020).
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De plus, la capacité antidiabétique des nanoparticules d'oxyde de zinc pourrait résulter de
leur effet régénérateur sur les cellules seécrétrices d'insuline du pancréas, entrainant une
augmentation des niveaux d'insulineet une diminution des niveaux de C-peptide, indiquant une
restauration des cellules B pancréatiques (AL-Shemmari et al., 2018). Les nanoparticules d'oxyde
de zinc favorisent ainsi la régénération des flots de Langerhans et la fonction des cellules B (Ebelt
et al., 2000). De maniere similaire, les nanoparticules d'oxyde de chrome pourraient se conjuguer
avec les récepteurs de l'insuline et augmenter les niveaux d'insuline via l'induction de la
phosphorylation des récepteurs substrats, jouant un réle essentiel dans la transmission du signal,
notamment PI3K, un élément clé de la fonction de l'insuline (Akhtar et al., 2012).

o Nanoparticules de sélénium et oxyde de sélénium.

Il existe de plus en plus de preuves du réle therapeutique du SeO2 et des nanoparticules de
sélénium (SeNPs) contre le diabete. Les études actuelles démontrent I'action antidiabétique du
sélénium et de ses nanoparticules, avec une amélioration des facteurs de risque metaboliques, du
stress oxydatif et des cytokines inflammatoires. La structure des nanoparticules de SeO2 soutient
un role en tant qu'antioxydant ou capteur biologique de radicaux libres.

Le stress oxydatif se produit en raison d'une élévation de la production de ROS, suivie d'une
dépression des systéemes antioxydants. La production de ROS provient de diverses voies
d'oxydation, entrainant une déregulation cellulaire. (Jozanov-Stankov et al., 1998; Kajbaf et al.,
2007; Kar et Misra, 1999; Klein, 2007). Les études ont montré que I'nyperglycémie augmente la
production de radicaux hydroxyles dans le foie des rats diabétiques (Kohrle et Géartner, 2009). De
plus, le stress oxydatif induit par I'hyperglycémie et I'inflammation contribue au développement
de la néphropathie diabétique (Korsvik et al., 2007). Le sélénium présente des avantages dans le
diabete, car les nanoparticules de SeO2 sont caractérisées par des particules monodisperses
constituées de cristaux uniques avec peu de joints de macles, ce qui explique leur capacité a
capter les radicaux libres (Laakso, 2010). En outre, les nanoparticules de sélénium stimulent

I'activité de la superoxydedismutase (SOD) (Lenzen, 2008; Lodovici et al., 2008).

e Nanoparticules d'or (AuNPS)

Les nanoparticules d'or (AuNPs) ont demontré un r6le d'agent antioxydant en empéchant la
libération d'especes réactives de l'oxygéne (ROS), en éliminant les radicaux libres et en
augmentant le niveau des enzymes antioxydantes (Khan et al., 2012;Bednarski et al., 2015).

Différentes études in vivo révelent que les AuNPs possedent des activités antioxydantes et
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antihyperglycémiques. Selon Opris et al., les nanogold de 21 nm augmentent la capacité
antioxydante dans le sang, ainsi que dans le foie et les muscles, tout en diminuant le niveau de
glucose sanguin et en réduisant l'inflammation et le stress oxydatif induits par I'hyperglycémie
(Opris et al., 2017).

Barath Mani Kanth et al.,ont étudié des Au NPs biologiquement synthétisées sur des souris
diabétiques induites par la streptozotocine et ont prouvé que les Au NPs de 50 nm, formées par la
réduction des ions Au CI* par Bacillus licheniformis, possédent des effets antioxydants qui
inhibent la formation de ROS et éliminent les radicaux libres. Ils ont constaté que les Au NPs
amélioraient les enzymes de défense antioxydante et présentaient également des activités
antihyperglycémiques, favorisant la régénération des cellules B pancréatiques et réduisant le
niveau de glucose sanguin (Barathmanikanth et al., 2010). Ces résultats corroborent ceux de
Karthick et al., ainsi que de Daisy et Saipriya, qui ont montre que les Au NPs sont prometteuses
dans le traitement de I'hyperglycemie (Daisy et Saipriya, 2012; Karthick et al., 2014).
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CHAPITRE I: Matériels et Méthodes

1. Matériels
1.1.Matériel végétal

Les noyaux de dattes du palmie dattier Phoenix dactylifera L. ont été collectés en Octobre
2022 dans la région d'EI-Magrane (33°48'39"N, 6°55'19. 5"E), située dans la wilaya d'EI-Oued,
au sud-est de I'Algérie ( Figure 20). L'identification de la variété a été réalisée avec le soutien
technique de I'Institut Technique de Développement de I'Agriculture Saharienne (ITDAS) a Ain
Ben Naoui, dans la wilaya de Biskra. La variété a été déterminée comme étant Ghars Baali,

cultivée dans des conditions non irriguées.

Figure 20 : Phoenix dactylifera L. varieté Ghars (Photo originale, 2025).

1.2. Animale

Notre étude a été réalisée sur vingt- cing (25) rats albinos de la souche Wistar males adultes,
pesant entre 156 et 213 grammes au début de I'expérience, et toutes du méme age avec des
bonnes santé et dans des conditions physiologiques similaires. Ces animaux ont été obtenus de
I'Institut Pasteur a Alger, hébergés et maintenus dans l'animalerie du Département de Biologie
Moléculaire et Cellulaire, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I'Université EL-
Chahid Hamma Lakhdar a ElI Oued Algérie, pendant 2 semaines dans les mémes conditions de
laboratoire, avec un photopériode (12 h lumiére/12 h obscurité) (Khan et al., 2023). une humidité

relative de 64 + 2 % et une température ambiante de 25+ 1 C°. Une alimentation standard pour
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rats (Southon et al., 1984) et de I'eau du robinet étaient disponibles pendant toute la durée des
expériences.
Toutes les manipulations et procédures expérimentales ont été effectuées en conformité avec

les recommandations du comité d'éthique local.

1.3. Souches bactériennes

Les échantillons ont été testés pour leur l'activité antimicrobienne contre 6 souches
bactériennes (Tableau 07) obtenues auprés du laboratoire de I'Institut Pasteur en Alger, incluant 2
bactéries Gram-positives (BS: Bacillus subtilis ATCC 21332; SA: Staphylococcusaureus ATCC
25932) et 4 bactéries Gram-négatives (EC: Escherichia coli ATCC 25922; PA: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853; ST: Salmonella spp. ATCC 14028; KP: Klebsiellapneumoniae ATCC
13883).

Tableau 07: Les souches bactériennes utilisées pour la détermination de l'activité

antibactérienne.

Souche Code Gram
Staphylococcus aureus ATCC 25932 Positive
Bacillus subtilis ATCC 21332 Positive
Escherichia coli ATCC 25922 Négative
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négative
Salmonella spp ATCC 14028 Négative
Klebsiellapneumoniae ATCC 13883 Négative

*ATCC: American Type Culture Collection.

1.4. Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés dans cette étude incluent: nitrate de zinc dihydraté Zn
(NO3)226H20, nitrate dargent AGNOs (> 99 %), nitrate de magnesim Mg (NOz)2¢6H20 (99 %),
NaOH (> 97 %), le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH, 95 %), I'acide ascorbique (CsHgOs¢, >
99 %), le chlorure daluminium (AICIs),le ferricyanure de potassium (Ks[Fe (CN)s], > 99 %),
I'acide trichloroacétique (CCIzCOOH, >99 %), le chlorure ferrique (FeCls, 97 %), le B-caroténe
(CaoHs6, >93 %), l'acide linoléique (CisH3202, > 99 %), le Tween 80 (polysorbate 80, liquide
visqueux), I'hydroxytoluénebutylé (BHT, > 99 %), le bleu de méthylene (MB, CisH1sCINsS, >
82%), l'a-amylase, lI'amidon. l'acarbose, le réactif de temps de thromboplastine partielle activée
(APTT, STA PTT Automate 5), le réactif de temps de prothrombine (PT, STA Neoplastine CI
Plus 10), le réactif de temps de thrombine (TT, STA Thrombin 2), le Metformine, I'agar Mueller-
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Hinton (MHA, milieu de culture microbiologique), le bouillon Mueller-Hinton (MHB, milieu de
culture microbiologique), le sel de sodium de résazurine (Ci12HsNNaOs, 80%), le diméthy-
Isulfoxyde (DMSO, > 99.9 %), le méthanol (CH3OH > 99.8 %) et I'éthanol (C2HsOH> 99.8%),
Folin—Ciocalteu, peroxyde d'hydrogene Quercétine, lodure de potassium (KI), Chloroforme
(CHCIs), saccharomyces cerevisiae, Solution de glucose 30%, I'alloxane.

Tous les reactifs utilisés dans les analyses biochimiques étaient de qualité analytique et

provenaient de Sigma Chemicals Co. (USA).

1.5. Instruments
Les instruments analytiques ont été utilisées pour la synthése, la purification et la
caractérisation des nanoparticules de ZnO et ZnO dopées Mg-Ag.

e Synthese et purification: Un incubateur pour les réactions, un bain-marie pour le contréle
de la température, un étuve pour déshydratationset une centrifugeuse pour isoler les
nanoparticules. La calcination des nanoparticules a été réalisée a 550 C° dans un four a
moufle.

e Caracterisation optique et structurale: Les propriétés optiques ont été étudiées par
spectroscopie UV-Vis et infrarouge a transformée de Fourier (FTIR). Les caractéristiques
structurales ont été analysees par diffraction des rayons X (XRD) et microscopie
électronique a balayage (SEM), couplée a la spectroscopie dispersive en énergie des
rayons X (EDAX).

1.6. Les antibiotiques
— Les antibiotiques utilisés sont I'Amoxicilline et le Gentamicine.
— L'Amoxicilline a été utilisée contre les bactéries gram-positives.

— Le Gentamicine a été utilisée contre les bactéries gram- négatifs.

2. Méthodes

2.1. Préparation de la poudre des noyaux des dattes du palmier dattier(Phoenix dactylifera )
Selon la méthode décrite par Harkat et al., (2022), les noyaux de dattes de la variété Ghars

ont d'abord été soigneusement retenu. lls ont ensuite été lavés minutieusement a l'eau distillée

pour éliminer tous les résidus adhérents a leur surface. Apres le lavage, les noyaux ont été laisses

a secher a l'air libre, a température ambiante et a I'abri. de la lumiére pendant une période de 3

jours .Une fois séchés, ils ont été finement broyés a l'aide d'une machine de broyage spécialisée,
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produisant une poudre fine similaire a de la farine, appelée« poudre des noyaux des dattes »
(Figure 21). La poudre obtenue a été conservée dans un récipient hermétique et a I'abri de la

lumiére pour une utilisation ultérieure (Harkat et al., 2022).

{q

Dattes de la variété Ghars Noyaux de dattes Poudre des noyaux de dattes

Figure 21:Préparation de la poudre des noyaux des dattes du palmier dattier Phoenix dactylifera L.

2.1.1. Extraction de I'extrait aqueux des noyaux des dattes

L'extrait aqueux des noyaux des dattes du palmier dattier a été préparé selon une méthode de
décoction, inspirée de Ghania A et Djahra A (2023). En bref, 10 g de poudre des noyaux des
dattes ont été mélangés a 200 mL d'eau distillée, puis chauffés a 80 C° sous agitation continue
pendant 15 minutes. Au cours du chauffage, la solution a développé une couleur brun-rouge,
indiquant l'extraction efficace de certains composés dans la phase aqueuse .La solution brute
obtenue a ensuite été refroidie a tempeérature ambiante, filtrée a l'aide de papier Whatman n°3
pour eliminer les debris, puis sécher par le rotavapeur. L'extrait final a été pesé et conservé a 4 C°

dans un réfrigérateur en vue d'analyses ultérieures (Figure 22) (Ghania A et Djahra A, 2023).

2.1.2.Rendement de I'extrait des noyaux des dattes
Le rendement des extraits obtenus a partir des noyaux des dattes a été calculé selon la

méthode décrite par Chianiti (2015). La formule utilisée est la suivante :

(R %) = (PEB / PMV) x 100

Ou:
e R:rendement de I'extrait (exprimé en pourcentage).
e PEB: poids de I'extrait brut (en grammes).

e PMV: poids de la matiere végétale initiale (en grammes).
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Cette méthode permet d'évaluer l'efficacité du processus d'extraction en comparant la
quantité d'extrait obtenu a la quantité de matiere végétale utilisée (Chniti et al., 2017).

2.1.3. Analyse de extrait agueux des noyaux des dattes des palmier Phoenix dactylifera L.
2.1.3.1. Criblage phytochimique

Afin de mettre en évidence la présence ou l'absence de certains composés appartenant aux
familles chimiques des métabolites secondaires dans I'extrait de plante des noyaux des dattes,
nous avons réalisé des testes phyto-chimiques spécifiques fondés sur des réactions de coloration,
de turbidité ou de précipitations, en utilisant les méthodes décrites dans la littérature.

2.1.3.1.1. Polyphénols

2 mL de l'extrait ont recu quelques gouttes d'une solution de FeClz a 2% (p/v). Le FeCls
prend une coloration vert bleuté ou bleu-noiratre en présence de dérives des polyphénols
(Sankhalkar et Vernekar, 2016).

2.1.3.1.2. Flavonoides

Dix gouttes d'acide chlorhydrique concentré et quelques milligrammes de copeaux de
magnésium sont ajoutés a 0.5 mL de chaque extrait. La coloration rose-rouge ou jaune, apres
trois minutes d'incubation a température ambiante, indique la présence des flavonoides
(Chaouche et al., 2021).

2.1.3.1.3. Tanins

Huit gouttes d'une solution diluée de chlorure ferrique a 1 % sont ajoutées a 1 mL de I'extrait.
Aprés quelques minutes d'incubation a température ambiante, le chlorure ferrique développe une
coloration verdatre qui indique la présence des tanins catéchiques ou bleus noiratres qui révele

I'existence des tanins galliques (Trease et Evans, 1989).

2.1.3.1.4. Alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 1 mL d'extrait a analyser. Acidifier le milieu avec
quelques gouttes d'HCI et ajouter des gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube et
quelques gouttes de réactif de Wagner dans le deuxieme tube. L'apparition d'un précipité blanc
jaunatre par le réactif de Mayer ou rouge orangé a brun pour le réactif Wagner. révéle

respectivement la présence d'alcaloides (Yang et al., 2021).
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2.1.3.1.5. Saponosides

Introduire un volume de 2 mL de I' extrait dans un tube a essai et I'ajuster a 5 mL avec de
l'eau distillée. Agiter les tubes pendant 15 secondes dans le sens de la longueur puis laisser
reposer pendant 20 minutes. La présence de saponines, si la hauteur de la mousse est supérieure a
1 cm (Edeoga et al., 2005).

2.1.3.1.6. Stéroides
1 mL de I'extrait a recu 5 gouttes de H,SO, concentré. La présence de stéroides est indiquée
par une coloration rouge (Edeoga et al., 2005).

2.1.3.1.7. Anthocyanins

L'extrait aqueux est traité en ajoutant une petite quantité d'acide chlorhydrique, suivie d'une
petite quantité d'ammoniac (NH,OH). En présence d'anthocyanines, la couleur changera et une
teinte rouge apparaitra (Wadood et al., 2013).

2.1.3.1.8. Terpénoides
Dans un tube a essai, nous avons mis 5 mL d'extrait de plante avec 2 mL de chloroforme et 3
mL d'acide sulfurique concentré. Une couleur brun rougeatre resulte de la présence de

terpénoides (Harborne, 1998).

2.1.3.1.9. Glycosides cardiotoniques
2 mL de chloroforme ont été mélangés a 1 mL de I'extrait. Ensuite, I'intérieur du tube a essai
a été soigneusement additionné de H,SO,. La présence de la partie glycone d'un hétéroside

cardiotonique est indiquée par une coloration brun-rougeatre(YYam et al., 2009).

2.1.4. Quantification des composés phytochimiques
2.1.4.1. Dosage des composés phénoliques totaux
Principe

La méthode couramment utilisée pour le dosage des composes phénoliques totaux est celle
du réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif contient des ions phosphomolybdates et
phosphotungstates qui réagissent avec les composés phénoliques. Lorsque ces COmMpPOSEs
réduisent les ions du réactif en milieu alcalin, une couleur bleue intense est développée.
L'intensité de cette couleur, mesurée par spectrophotométrie est proportionnelle a la

concentration des composés phénoliques totaux présents dans I'échantillon (Wong et al., 2006).
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Mode opératoire

La quantité totale de composés phénoliques a été déterminée a l'aide de la méthode Folin-
Ciocalteu. A 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu a 10%, a été ajouté 0.2 mL d'extrait aqueux des
noyaux des dattes. L'ajout de 800 pL de carbonate de sodium saturé (Na.COs) (75¢/L) a été
effectué aprés 4 minutes. Apres 2 heures d'incubation a température ambiante a 25C°,
I'absorbance est lue a 725 nm contre un blanc qui contient le méthanol au lieu de I'extrait. Pour
garantir que les résultats puissent étre reproduits, les tests ont été effectués trois fois (Gil et
Rebelo, 2009). A partir de I'équation d'étalonnage linéaire de l'acide gallique utilisé comme
standard, la teneur phénolique totale a été calculée en mg d'équivalent acide gallique par gramme
d'extrait.

2.1.4.2. Dosage des flavonoides totaux
Principe
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode colorimétrique (Chang C-C et al.,
2002; Huang et al., 2018) dont le principe étant la capacité du groupement hydroxyle (OH) libre
en position 4 et 5 des flavonoidesa se complexer au chlorure d'aluminium par chélation de I'ion

A" formant ainsi un complexe jaunétre.

Mode opératoire

Nous avons utilisé la méthode colorimétrique au chlorure daluminium (AICI;) pour
déterminer la teneur totale en flavonoides de I'extrait comme suit :

Briéevement. 1 mL de solution d'AICI; est mélangé avec 1 mL d'extrait aqueux des noyaux
des dattes, et d'autre part, avec 1 mL de I'étalon. L'absorbance a été mesurée a 430 nm apres 30
minutes, par rapport a un blanc de réactif préparé. Afin de déterminer les résultats, une équation
de calibration linéaire utilisant la quercétine comme standard a été appliquée. Les résultats ont été
exprimés en milligrammes de quercétine par gramme d'extrait (Essou et al., 2017; Melakhessou
et al., 2018).

2.1.4.3. Dosage des tanins condensés
Principe
Le dosage des tanins condensés dans I'extrait aqueux des noyaux des dattes est effectué selon
la méthode colorimétrique décrite par (Price et al., 1978; Makkar et al., 1993). Le principe est

basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la
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catéchine pour former un complexe chromophore rouge qui absorbe a 500 nm. Cette méthode est
caracteristique des groupes phénoliques libres présents dans les tanins, ce qui permet de

quantifier leur concentration de maniere précise.

Mode opératoire

Dans cette méthode, les tanins condensés réagissent avec la vanilline en présence d'acide
chlorhydrique (HCI).

Le niveau de tanins dans l'extrait a été déterminé par spectrophotométrie. La catéchine a été
utilisée pour établir la courbe d'étalonnage, 400ul d'extrait aqueux des noyaux du palmier dattier
ou stetard, on ajouté 3 mL de solution de vanilline (4 % vanilline dans du méthanol) et 1.5mL en
acide chlorhydrique. Apres incubation pendant 15 minutes a température ambiante, I'absorbance
est mesurée a 500 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV-VIS. Les résultats sont exprimés en
microgrammes d'équivalent la catéchine d'acide gallique par milligramme d'extrait(Broadhurstet
Jones, 1978).

2.1.5. Analyse qualitatif et quantitaf par HPLC

A Tlaide d'équipements de balayage et de chromatographie liquide a haute performance
(HPLC), les composants actifs ont été decouverts. Pour l'investigation des produits chimiques
phénoliques dans l'extrait brut, nous avons utilis¢é un HPLC avec un détecteur UV-Vis de type
Shimadzu LC20 AL équipé d'un injecteur universel (Hamilton 25uL), une colonne analytique
Shim-pack VP-ODSC18 (4.6mm, 250mm, 5um), et un détecteur UV-VIS SPD 20A (Shimadzu).
Les études de chromatographie en phase inverse ont été réalisées en utilisant des résidus
aliphatiqgue non polaires, et la phase mobile était une élution en gradient composée d'une
combinaison d'acétonitrile et d'acide acétique (0.1%). Le volume d'injection était de 0.45 pL et le
débit était de ImL/min. La longueur d'onde de surveillance était de 268 nm, et le volume
d'injection de l'extrait aqueux des noyaux des dattesl'échantillon et du standard était de 20 pL.

La durée de rétention et I'absorbance UV des différents composes ont été comparées a celles

des standards pour les identifier.
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Figure 22: Préparation del'extrait aqueux des noyaux des dattes

2.2 Biosynthese des nanoparticules
2.2.1. Biosynthese des nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs)

La biosynthéese des nanoparticules de ZnO a été prsenté (Figure 23), en utilisant I'extrait des
noyaux des dattes selon le protocole décrit par Upadhyaya et al.,avec quelques modifications.
Tout d'abord, 2.97 g (Annexe n°1) de nitrate de zinc (Zn (NO3),-6H20) ont été dissousdans 100
mL d'eau distillée sous agitation pendant 5 minutes. La solution obtenue a ensuite été mélangée

goutte a goutte avec 200 mL de I'extrait des noyaux des dattes sous agitation magnétique (400
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rpm) & 60C° pendant 60 minutes et pH=9.87 suivi par un pH métre. Au cours de cette étape, la
couleur du mélange a changé progressivement passant d'un brun-rougeatre a un Vert clair,
indiquant la formation des nanoparticules d'oxyde de zinc.

Les nanoparticules formées ont été recupuré par la centrifugation a une vitesse de 1300
tr/min pendant 10 minutes. Le culot obtenu a été purifié a l'aide de lavages successifs avec de
l'eau distillée, suivis de méthanol, puis avec de l'eau distillée pour éliminer toute impureté
résiduelle (Barzinjy A A et Azeez H H, 2020). Les nanoparticules purifiées ont ensuite été
séchées a 100 C° dans un étuve pendant une nuit. Enfin, une calcination a été réalisée a 550 C°
pendant 5 heures, permettant d'obtenir une nanopoudre blanche et homogéne d'oxyde de zinc
(ZnO NPs) (Ansari M A et Alzohairy M A, 2018).

Solution de nitrate  EXtrait de noyaux  Splution ZnONPs: J
de zinc de dattes. ( T:60C°, Te: 60min) ‘

Lavage de
ZnONPs

- y‘n,
w
Nﬁ

W

D Poudre de ZnONPs

Calcinations350 C Déshydratations 100C°

Figure 23 : La biosynthese des nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs)
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2.2.2.Biosynthése des nanoparticules d'oxyde de zinc dopées par le magnésium et I'argent
0.5% (ZnO dopé Mg-AgNPs)

La biosynthése des nanoparticules de ZnO dopeées par magnésium (Mg) et l'argent (Ag), a
été réalisée selon le protocole décrit dans (Pradeev Raj K et al., 2018; Naseer H et al., 2023),
avec quelques modifications. Tout d'abord, 2.97 g de nitrate de zinc (Zn (NO3),-6H>O)ont été
dissous dans 100 mL d'eau distillée sous agitation pendant 5 minutes. La solution obtenue a
ensuite été mélangée goutte a goutte avec 200 mL de I'extrait des noyaux des dattes sous agitation
magnétique (400 rpm) & 60 C° pendant 60 minutes. Ce qui a provoquée un changement de couleur
du mélange, passant du brun-rougeétre a Vert clair.

On préparé 43.25 mg de nitrate de magnésium (Annexe 01) (0.5%) Mg (NO3),-6H20 ont été
dissous dans 100 mL d'eau distillée sous agitation pendant 5 minutes. Ce solution a été ajoutée
goutte a goutte avec la solution précédente (ZnO), sous agitation continue a 60 C° pendant 60
minutes et pH=9.87 suivi par un pH métre, ce qui a provoqué un changement de couleur du
mélange, passant du Vert clair a brun. En suite, une solution de 100 mL de nitrate d' argent
(0.5%)AgNO3a été préparée en dissolvant 6.42 mg du reactif dans de I'eau distillée ( Annexe 01),
puis ajoutée au melange réactionnel sous agitation a 60 C° pendant 60 minutes a l'abri de la
lumiere. Ce qui a provoqué un changement de couleur du mélange, passant du brun a brun-
rougeatre clair.

Le mélange final a été maintenu a 80 C°sous agitation magnétique (900 rpm) pendant 3
heures et suivi par un pH métre. La couleur du mélange resté au brun-rougeétre mais fonce,
indiquant la formation des nanoparticules. Les NPs obtenues ont été récuperé par la
centrifugation a 1300 rpm pendant 10 minutes. Le culot résultant a été purifié par des lavages
successifs a l'eau distillée, au méthanol, puis a I'eau distillée. Les NPs ont été séchées a 100 C°
pendant une nuit, puis broyées en poudre. Enfin, une calcination a été effectuée a 550 C° pendant

5 heures pour obtenir une nanopoudre blanche d'oxyde de zinc dopée avec Mg et Ag (Figure 24).
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Figure 24: La biosynthése des nanoparticules ZnO dopées Mg-AgNPs.

2.2.3. Caracteérisations des nanoparticules
Les méthodes UV-Vis, FT-IR, XRD, SEM et EDX ont été utilisées pour caractériser les
nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag.

2.2.3.1. L'analyse de spectrophotométrie UV-visible (UV-Vis)
Principe
Le spectrophotométre est un appareil qui utilise une source lumineuse pour émettre des

radiations polychromatiques dans le domaine UV-Visible et proche de I'infrarouge (200-800 nm).
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Ces radiations passent a travers un monochromateur (Nouairia et al., 2013) pour devenir
monochromatiques. Le faisceau est ensuite divisé en deux: l'un traverse I'échantillon & analyser,
et l'autre traverse un échantillon de référence, les deux faisceaux atteignent ensuite un détecteur,
qui convertit la lumiére en signal électrique. Ce signal est envoyé a un enregistreur, permettant de

tracer des courbes d'absorbance en fonction de la longueur d'onde (Passos et Saraiva, 2019).

Mode opératoire
Les spectres d'absorption UV-Vis des nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag ont été
enregistrés dans la plage de longueurs d'onde de 200 a 800 nm, avec une résolution spectrale de 1
nm. Les données obtenues ont permis de déterminer les longueurs d'onde correspondant aux pics

d'absorption maximale, et les énergies des betes interdites ont été calculées a l'aide de la équation.

=

Ou le h est la constante de Planck, c¢ la vitesse de la lumicre, et A la longueur d'onde au

maximum du pic (Akash et al., 2020; Passos et Saraiva, 2019).

2.2.3.2. L'analysede spectroscopie infrarouge a transformeée de Fourier (FTIR)
Principe

Le spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique analytique
qui repose sur l'absorption de la lumiére infrarouge par les molécules d'un échantillon. Lorsqu'un
faisceau infrarouge traverse l'échantillon, certaines fréquences sont absorbées en fonction des
vibrations caractéristiques des liaisons chimiques présentes. Ces absorptions sont spécifiques a
chaque groupe fonctionnel, permettant ainsi leur identification.

Le spectrométre FTIR utilise un interferométre pour générer un signal modulé, qui est
ensuite transformé en spectre d'absorption par un algorithme de transformée de Fourier. Le
spectre obtenu montre l'intensité de l'absorption en fonction du nombre d'onde (cm-1), fournissant
des informations détaillées sur la composition chimique et la structure moléculaire de
I'échantillon (Franca et Oliveira, 2022). Cette technique est largement utilisée pour l'analyse
qualitative et quantitative des matériaux organiques et inorganiques (Franca et Oliveira, 2022;
Wenning et Scherer, 2013).
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Mode opératoire
La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) en mode de réflexion diffuse,
réalisée avec un appareil Thermo Scientific-Nicolet iS5 a réflexion totale atténuee (ATR), a été
utilisée pour détecter les groupes fonctionnels présents dans les nanoparticules ZnO NPs et ZnO
dopées Mg-AgNPs. Les spectres enregistrés couvraient une plage de 4000 a 400 cm™, en utilisant

la méthode de pastille de KBr (Bromure de potassium).

2.2.3.3. L'analysede diffraction des rayons X (XRD)
Principe

La diffraction des rayons X (XRD) est une technique analytique puissante utilisée pour
étudier la structure cristalline des matériaux (Epp, 2016). Elle repose sur le principe de la loi de
Bragg, qui decrit la condition nécessaire pour que les rayons X soient diffractés par les plans
atomiques d'un cristal. Lorsqu'un faisceau de rayons X frappe un échantillon cristallin, il est
diffracté par les plans atomiques selon des angles spécifiques.Ces angles de diffraction dépendent
de la distance entre les plans atomiques et de la longueur d'onde des rayons X (Mobarak et al.,
2022).

Mode opératoire
Pour évaluer la cristallinité et les tailles des cristallites des nanoparticules ZnO NPs et ZnO
dopées Mg-Ag NPs synthétisées vertes, une analyse par diffraction des rayons X sur poudre
(DRX) a eté réalisée a l'aide d'un rayonnement K de cuivre avec un diffractométre a rayons X
(Mini Flex 600 Rigaku;A = 1.5406 A, couvrant la plage angulaire 26 de (25° & 90°). En
choisissant le pic principal avec l'intensité la plus élevée, les tailles des cristallites ont été
calculées a l'aide de I'équation de Scherrer, et des déplacements des pics ont été observés,

confirmant l'intégration des dopants Mg-Ag.

D k.\
" B.cosH

D: Taille des cristallites en nanometres (nm).

K: Constante de Scherrer (généralement autour de 0.9).

A: Longueur d'onde des rayons X utilisés (0.154281 nm, CuKa).

B: Largeur totale a mi-hauteur (FWHM - Full Width at Half Maximum) du pic de diffraction.
0: Angle de Bragg correspondant au pic de diffraction, en radians (Mobarak et al., 2022).
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2.2.3.4. L'analysede microscope électronique a balayage (SEM)
Principe

Le microscope électronique a balayage (SEM) est un instrument puissant utilisé pour
analyser la morphologie et la microstructure des matériaux a I'échelle nanométrique.
Contrairement aux microscopes optiques, le SEM utilise un faisceau d'électrons de haute énergie
(généralement entre 1 kV et 30 kV) pour balayer la surface de I'échantillon. Lorsque le faisceau
d'électrons interagit avec I'échantillon, plusieurs signaux. Ces signaux sont détectés et convertis
en images haute résolution, permettant une visualisation détaillée de la surface de I'échantillon.
Le SEM offre une profondeur de champ élevée et une résolution spatiale pouvant atteindre 1 nm,
ce qui en fait un outil essentiel en science des matériaux, en biologie et en nanotechnologie
(Mohammed et Abdullah, 2018).

Mode opératoire
Les nanoparticules (ZnO NPs et ZnO dopées Mg-AgNPs) ont été examinées a l'aide d'un
microscope électronique a balayage (SEM) démontrée avec un modéle TESCAN
VEGA3 (USA) a une tension d'accelération de 10 kV a température controlée (20 C° a 50
C°). Pour assurer une conductivite optimale et éviter les effets de charge. Des images a haute
résolution ont été capturées en mode secondaire (SEI) et en mode rétrodiffusé (BSE) pour

analyser la morphologie, la taille et la distribution des nanoparticules.

2.2.3.5. L'analyse spectroscopie de dispersion d'énergie des rayons X (EDAX)
Principe

Le spectroscopie dispersion d'énergie des rayons X (EDAX ou EDS) est une technique
analytique utilisée pour déterminer la composition élémentaire d'un échantillon. Elle est souvent
couplée a un microscope électronique a balayage (SEM) pour fournir des informations locales sur
les éléments présents a la surface de I'échantillon (Hodoroaba, 2020; Schneider, 2011).

Lorsque I'échantillon est bombardé par un faisceau d'électrons de haute énergie, les atomes
de I'échantillon sont excités. En retournant a leur état fondamental, ces atomes émettent des
rayons X caractéristiques, dont I'énergie est spécifique a chaque élément chimique. Le détecteur
EDAX capte ces rayons X et mesure leur énergie, permettant ainsi d'identifier les éléments

présents et de quantifier leur concentration relative (Scimeca et al., 2018).
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Mode opératoire
La composition élémentaire des nanoparticules (ZnO NPs et ZnO dopées Mg-AgNPs) a été
analysée par spectroscopie de dispersion d'énergie des rayons X (EDAX) couplée a un
microscope électronique a balayage (SEM). Les échantillons ont été bombardés par un faisceau
d'électrons de haute énergie (10 kV) a température contr6lée (20 C° a 50 C°), induisant I'émission

de rayons X caractéristiques des éléments présents.

e Remarque
L'analyse des données des nanoparticules ont été analysées a I'aide d'Image J pour les calculs
SEM et d'Origin Pro (version 2018) pour l'analyse statistique, complétées par I'EDX et le DRX
pour une caracterisation détaillée des nanoparticules.
Note : Le Figure 25 recapétule la biosynthése, caractérisation et les activités biologiques des

nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag NPs.
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Figure 25: La biosynthése et caractérisation et les activités biologiques des nanoparticules ZnO
et ZnO dopées Mg-Ag NPs.
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2.2.4.Activité in vitro des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées par
magnésium et I'argent (ZnO NPs, ZnO dopé Mg-Ag NPs)
2.2.4.1 Activité antioxydant
2.2.4.1.1. L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH (DPPH)
Principe

L'activité antioxydant du DPPH est basée sur la réduction d'un radical libre tres stable 2,2-
diphényl-I-picrylhydrazyl (DPPH-) de couleur violet foncé qui vire au jaunatre en présence d'un
antioxydant donneur (Romulo, 2020; Shahidi et Zhong, 2015).Cette réaction de réduction conduit
a la formation de la forme hydrazine en acceptant un atome d'hydrogéne correspondante du
DPPH-H, qui est de couleur jaune pale (Camel et al., 2020; Xiao; 2020). La quantité de DPPH-H
formée, c'est-a-dire la quantité d'antioxydant ayant réagi avec le radical (DPPH'), peut étre
déterminée en mesurant I'absorbance de la solution par spectrophotométrie a une longueur d'onde

specifique, généralement 515 nm (Amax DPPH") (Munteanu et Apetrei, 2021).

Mode opératoire

Le test antioxydant a été réalise selon la méthode au DPPH décrite par Abdelmadjide et al.,
(2020). Pour cela, 50 pl de la solution des nanoparticules a différentes concentrations (de 0.0625
a 1mg.mL-1) sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et rester pendant une nuit au
solvant, et pour une meilleure dispersion; il faut resté pendant une heure a l'ultrason, ont été
mélangés avec 1.95 mL de la solution méthanolique de DPPH (0.025 g/l). En paralléle, un
contrle négatif a été préparé en mélangeant 50 pl de méthanol avec 1.95 mL de la solution
méthanolique de DPPH. Un contrdle positif a été réalisé avec une solution d'acide ascorbique a
différentes concentrations de (0.01875 a 0.3 mg.mL-1), un antioxydant standard. L'absorbance a
été mesurée a 515 nm apres 30 minutes d'incubation a l'obscurité et a température ambiante.
Chague test a été répété trois fois. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition (1%)

selon la formule:

1% = [ (Abs controle - Abs test) / Abs contrdle] x 100.

Ac: absorbance du témoin négatif At: absorbance de I'échantillon.
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Une courbe des concentrations de I'extrait en fonction du pourcentage d'inhibition (I %) a été
tracée afin d'obtenir la valeur de I'lCso, correspondant a la concentration du substrat qui assure la
réduction de 50% de I'activité du DPPH.

2.2.4.1.2. L'activité de pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Principe
L'activité antioxydant par FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est une méthode
utilisée pour mesurer la capacité antioxydant d'un échantillon. Cette méthode est basée sur le
changement de couleur de I'échantillon du vert au bleuselon la puissance de réduction de chaque
composé. La présence des réducteurs (antioxydants) provoque la réduction du complexe ferrique-
tripyridyltriazine (forme ferrique) enforme ferreux (Sadeer et al., 2020).

Mode opératoire

Le pouvoir réducteur du fer (Fe*®) dans les nanoparticules est déterminé selon la méthode
décrite par Oyaizu., (1986). Un millilitredes nanoparticules a différentes concentrations (de
0.0625 a 1mg.mL-1) sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et rester pendant une nuit
au solvant, et pour une meilleure dispersion; il faut resté pendant une heure a l'ultrason,est
mélangé avec 2.5 mL d'une solution tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6) et 2.5 mL d'une solution
de ferricyanure de potassium KsFe a 1%. L'ensemble est incubé au bain-marie a 50 C° pendant 20
min ensuite, 2.5 mL d'acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction et les
tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min. Un aliquote (2.5mL) de surnageant est
combinée avec 2.5 mL d'eau distillée et 0.5mL d'une solution aqueuse de FeCls a 1%. La lecture
de I'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement prépare, en
remplacant les nanoparticules par de I'eau distillée qui permet de calibrer I'appareil (UV-VIS
spectrophotometre). Le contrble positif est représenté par une solution d'un antioxydant standard,
l'acide ascorbique dont l'absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les
échantillons. Une augmentation de l'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des nanoparticules testés (Sugahara et al., 2015).

2.2.4.1.3. L'activité de béta-caroténe/Acide linoléique
Principe
L'oxydation de I'acide linoléique génere des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont par

la suite oxyder le B-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur orange. Cependant la
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présence d'un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I'acide linoléique et
donc prévenir l'oxydation et le blanchissement du p-carotéene.

Dans ce test la capacité antioxydant est déterminée en mesurant I'inhibition de la dégradation
oxydative du B-carotene (décoloration) par les produits d'oxydation de I'acide linoléique (Gul et
al., 2015). Ce test vise a mesurer la capacité des nanoparticules a prévenir l'oxydation en
protégeant le B-caroténe des dommages oxydatifs résultant de I'oxydation de l'acide linoléique.
La méthode repose sur la mesure de la persistance de la couleur orange du [-caroténe au cours du

temps, l'oxydation faisant disparaitre cette couleur.

Mode opératoire

Le test du B-carotene/acide linoléique a été réalisé selon la méthode décrite par Kelen et
Bektas (Kelen et Tepe, 2008; Merghem et al., 2022), avec quelques modifications telles que
l'utilisation de Tween 80 au lieu de Tween 40. Pour ce faire, 2 mg de B-carotene ont été dissous
dans 1 mL de chloroforme, puis la solution obtenue a été ajoutée a un ballon contenant 2 mg
d'acide linoléique et 200 mg de Tween 80. Apres évaporation du chloroforme sous vide a 40 C°,
100 mL d'eau distilléee saturée en oxygene (pendant 30 min) ont été ajoutés avec agitation
vigoureuse. De cette nouvelle solution, 2.5 mL ont été transférés dans un tube contenant 350 pl
des nanoparticules a une concentration de 1 mg.mL™. Ce systeme d'émulsion a été incubé
pendant 48 heures a l'obscurité, en répétant le méme processus pour l'antioxydant synthétique,
I'nydroxytoluenebutylé (BHT), a une concentration de 1 mg.mL*. L'absorbance a été mesurée a

490 nm et (%) d'inhibition d'oxydation du B-caroténe a été calculée selon la formule suivante :

(%)inhibition = (A échantillon/ A BHT) x 100

Ou:
A échantillon: représente l'absorbance en présence des nanoparticules aprés 48 heures.

A BHT: représente lI'absorbance du BHT aprés 48 heures.

2.2.4.1.4. L'activité anti-hémolytique par peroxy de d'hydrogéne (H20>)
Principe
Le test danti-hémolyse in vitro est une méthode couramment utilisée pour évaluer la
capacité d'un composé a protéger les érythrocytes (globules rouges) contre la destruction

(hémolyse) induite par divers agents, telles que le milieu hypotonique, ['utilisation de
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perturbateurs membranaires comme les especes réactives oxygénées, les températures élevées.
Tous ces facteurs, provoguent une rupture de la membrane cytoplasmique et par conséquent la
libération de I'némoglobine qui sera alors dosé par spectrophotométrie d'absorbance (Atolaiye et
al., 2019; Dima et al., 2017; Goodhead et MacMillan, 2017; Vijayaraghavan et al., 2020).
L'évaluation de l'activité anti hémolytique a été réalisée par mesure du pourcentage d'hémolyse
(Okoko et Ere, 2012).

L'activité anti-hémolytique des nanoparticules été évaluée par la capacité de ces
nanoparticules a stabiliser la membrane des globules rouges vis-a-vis de l'attaque du peroxyde
d'hydrogene (H20,).

e Préparation de la suspension d'érythrocytes
La suspension érythrocytaire a été préparée suivant les étapes décrites par Saradha et al., (2013).
1. le sang fraichement prélevé a l'aide d'une seringue graduée a été mis dans des tubes
(EDTA) ensuite centrifugé a 3000 trs/min pendant 10 min pour séparer les globules rouges
des autres éléments constitutifs du sang.
2. Apres élimination du surnageant, le culot a été récupére et lavé 3 fois avec une solution
d'eau physiologique (Nacl) a 0.9% a température ambiante.
3. Chaque lavage consiste en une centrifugation a 3000 trs/min pendant 10 min et une
suspension du culot dans I'eau physiologique a 0.9%.
4. Apres la derniere centrifugation, le culot est resuspendu a nouveau dans une solution
constituée de tampon phosphate salé (PBS) a 0.2M, PH=7.4 pour obtenir une suspension a
4%.
e Préparation desolution de la quercitine
Un contrdle positif (quercitine) a été réalisé avec une solution a différentes concentrations

(0-0.5-0.25-1mg.mL™) desont dissous dans méthanol.

e Préparation des échantillons
Différentes concentrations des nanoparticules (0.0625-1mg.mL*)ont été solubilisées dans le

DMSO et pour une meilleure dispersion, il faut resté pendant une heure a l'ultrason.
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Mode opératoire
Le test permettant de rechercher un effet anti hémolytique des nanoparticules étudiés a été
réalisé selon la méthode de Nabavi et al.,(2012). Pour obtenir une hémolyse a 100% on a ajouté 2
mL d'H,O distillé @ 2 mL de suspension de RBC.

1. Mettre dans des tubes 1mL des nanoparticules a différentes concentrations (0.0625 —
1mg.mL*) avec 2 mL de suspension érythrocytaire (4%) puis ajouter 2 mL de tampon
phosphate.

2. Incuber les tubes pendant 5min a la température ambiante.

3. Ajouter 0.5 mL de H20; (3%).

Dans un autre ensemble, la quercétine a été prise comme composeé de référence et traitée de
la méme maniere.
4. Centrifuger les tubes a 3000 trs/min pendant 10 min.
5. Récupérer le surnageant.
6. Lire I'absorbance du surnageant de chaque tube a 540 nm a I'aide d'un spectrophotometre
(Rajeshwari et al., 2012).

Le pourcentage d'inhibition de I'némolyse a été calculé selon la formule suivante:

Abscontrdle—Absl échantillon
h ) x 100
Abscontrole

[ (%)Pourcentage d'inhibition de I’hémolyse = (

Ou: Abs contréle: Absorbance du contréle négatif. Abs échantillon: Absorbance I'échantillon.

2.2.4.1.5. L'activité photocatalytique par bleu de méthyléne (BM)
Principe

L'activité photocatalytique fait référence a la capacité d'un matériau a activer des réactions
chimiques sous l'effet de la lumiere. Ce phénomene repose sur l'absorption d'énergie lumineuse,
qui provoque I'excitation des électrons dans le matériau, générant des paires électron. Ces espéces
réactives peuvent ensuite initier des réactions chimiques, telles que I'oxydation ou la réduction, a
la surface du matériau (kazemi et al., 2020). Ce processus est souvent utilisé pour décomposer les
polluants (dégradation d'un polluant) ou pour effectuer des réactions chimiques spécifiques. Le
bleu de méthyléne (BM) est un composé chimique qui est fréguemment utilisé comme indicateur
de l'efficacité photocatalytique, notamment parce qu'il est facile a suivre par sa couleur intense

qui décolore lorsqu'il est dégradé (Din et al., 2021; Khan et al., 2016).
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Mode opératoire

L'activité photocatalytique des nanoparticules a été étudiée dans I'évaluation de la
photodégradation du bleu de méthyléne (BM) comme composé modéle sous lumiére (UVA-
110W). Les expériences de photodégradation ont été réalisées a température ambiante, 20 mg des
nanoparticules ont été ajoutés a un bécher de 100 mL contenant 50 mL d'une solution aqueuse de
BM a Abs =0.045. Le mélange a été agité pendant 30 minutes afin de bien disperser les
nanoparticules dans la solution BM. Les nanoparticules contenant la solution BM ont été
conservés a l'obscurité et agités magnétiquement pendant 30 minutes pour atteindre I'équilibre
d'adsorption-désorption. Apres agitation, 5 mL du mélange initial (temps d'exposition O min) ont
été prélevés pour mesurer l'absorbance a l'aide d'un spectrophotométre UV-Vis.Le mélange
restant a ensuite été transféré dans le photoréacteur. Pour déterminer la concentration de BM en:

fonction du temps, I'échantillonnage de la solution irradiée a été effectué a 5, 15, 30, 60 et
120 min, et l'absorbance de ces échantillons a été mesurée a 663 nm.

Le pourcentage de dégradation du colorant BM a été calculé a l'aide de I'equation:

[ (%) Degradation = (A0 - At) / A0 x 100 ]

Ou A0 représente I'absorbance de la solution BM avant I'exposition aux rayonnements
UV, et At représente I'absorbance de la solution au temps t (Nasab et al., 2020; Weldegebrieal
et Sibhatu, 2021).

2.2.4.1.6. Anti-diabétique
2.2.4.1.6.1. L activité inhibitrice de I'alpha-glucosidase
Principe

L'étude de l'effet inhibiteur des nanoparticules porte sur la détermination de son pouvoir
inhibiteur sur I'enzyme a-glucosidase. Le test de détermination du pouvoir inhibiteur sur I'enzyme
a-glucosidase est basé sur la mesure de la libération de p-nitrophénol (p-NP) dont I'enzyme
catalyse la dégradation du substrat p-nitrophenyl-a-Dglucopyranoside (p—NPG) en
a-D-glucopyranoside et en p-nitrophenol (p-NP), un composé jaune absorbe a 405 nm, qui
permet d'évaluer I'activité enzymatique de I' a-glucosidase (Doan et al., 2019). En présence d'un
inhibiteur, l'activité enzymatique est réduite, entrainant une diminution de la production de

p-nitrophénol, ce qui reflete I'efficacité de I'inhibiteur (Chen et al., 2018).
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Cette méthode est utilisée pour déterminer la diminution de la capacité d' o -glucosidase a
hydrolyser son substrat en présence des nanoparticules biosynthétisées par extrait aqueux des
noyaux des dattes(ZnO NPs et ZnO dopé Mg-Ag NPs).

Préparation des solutions et des réactifs

e Préparation de la solution d'a-glucosidase: La solution de l'enzyme a-glucosidase 2000 U/I
est diluée au 1/1000 dans le tampon PBS.

e Préparation du substrat: Dissoudre 0.5 mg p-nitrophényl-a-D-glucopyranoside (pNPG) dans
1mL d'eau distilléee.

e Préparation de la solution de l'acarbose: Pour préparer une solution de I'acarbose de 100 mM,
50 mg de l'acarbose est dissout dans 774 ul d'eau distillée. Une gamme de dilution allant de
0.0625 a 5mg.mL™* est préparée pour le test d'a- glucosidase.

e Préparation des échantillons
Les nanoparticules (0.0625 - 1 mg.mL™) sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et

rester pendant une nuit au solvant, et pour une meilleure dispersion, il faut resté pendant une

heure a l'ultrason, il est préparé dans la méme gamme de concentration que I'acarbose.

e  Solution tampon phosphate: pH = 6.9 avec 6 mM de chlorure de sodium.

Mode opératoire

Pour évaluer l'activité inhibitrice de I'a-glucosidase, dans un tube sec, ajouter un volume de
500ul de la solution de I'a-D glucosidase, et ajouter 100ul de I'acarbose pour le contrdle positif,
desnanoparticules (0.0625mg.mL™* a 1mg.mL™) pour le test et de tampon PBS pour le controle
négatif, puis incubé le mélange pendant 15 min a 37 C°. La réaction enzymatique a éte initiée par
I'ajout de 100 pL de la solution du substrat p-nitrophényl-a-D-glucopyranoside(pNPG) a une
concentration de 0.5 mg.mL™. Apres une incubation supplémentaire de 20 minutes a 37C°. la
réaction a été arrétée par l'ajout de 1 mL d'une solution alcaline (Na2COz a 0.2 M), stabilisant
ainsi le produit formé. L'intensité de la couleur jaune résultant de la libération de p-nitrophénol a

été mesurée spectrophotométre a 405 nm. (karami et al., 2021; Shareghi et al., 2021).

%lIlnhibition= [(Abs contréle — Abs échantillon) / Abs controle] x 100
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L'acarbose est utilisé comme un contréle positif, alors que le milieu réactionnel dépourvu

d'inhibiteur (lI'acarbose, les nanoparticules) représente le controle négatif.

2.2.4.1.6.2. L'activité inhibitrice de I'alpha-amylase
Principe

L'activité inhibitrice de l'alpha-amylase a été évaluée par la méthode de l'iode/iodure de
potassium (IKI). Cette méthode est basée sur le principe de l'interaction chimique entre I'iode et
I'amidon pour former un complexe bleu, permettant de quantifier la présence d'amidon non
hydrolysé. Lorsque l'enzyme o-amylase est active, I'amidon (le substrat de I'enzyme) est
hydrolysé en libérant des unités de maltose et de glucose. Cependant, en présence d'un inhibiteur,
l'iode réagit avec les fragments d'amidon pour former un complexe bleu intense, I'activité de
I'alpha-amylase est réduite. (Kazempour-Dizaji et al., 2023; Zengin et al., 2016).

Cette expérience est utilisée pour déterminer la diminution de la capacité de I'enzyme a
hydrolyser son substrat en présence des nanoparticules biosynthetisees par extrait aqueux des

noyaux des dattes.

Préparation des solutions et des réactifs

e Préparation de la solution d'a-amylase de 5U/I a partir du plasma d'un groupe de patients
atteints d'une maladie pancréatite et assurer que se groupe aucune infection virale de
(HIV-HBV-HCYV). ajouter 10ul d'a-amylase 1000U/1 a 990 ul d'eau distillée. Ajouter
500ul de cette solution préparée a 500ul d'eau distillée a fin d'obtenir une solution d'a-
amylase a 5 U/I.

e Préparation du substrat: Dissoudre 1 g d'amidon dans 100 mL d'eau distillée (1%).

e Préparation de la solution de l'acarbose:Pour préparer une solution de l'acarbose de
100mM, 50 mg de l'acarbose est dissout dans 774 ul d'eau distillée. Une gamme de
dilution allant de 1 a 5mg.mL™ est préparée pour le test d'a-amylase.

e Préparation des échantillons: Les nanoparticules (0.15625 - 5 mg.mL™) sont dissous dans
du diméthylsulfoxyde (DMSQO) et rester pendant une nuit au solvant, et pour une
meilleure dispersion; il faut resté pendant une heure a l'ultrason, il est préparé dans la
méme gamme de concentration que l'acarbose.

e Solution tampon phosphate: (pH = 6.9 avec 6 mM de chlorure de sodium).
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Mode opératoire :

Les tests d'activité inhibitrice de l'a-amylase a été réalisé selon la méthode a I'iode/iodure de
potassium (IKI) Benchikha et al,. (2022) avec quelques modifications, comme sulit :

25 uL de solutions des nanoparticules a différentes concentrations ont été ajoutés a 50 puL. de
solution d'enzyme a-amylase (5 U/I), et le mélange a été préincubé pendant 10 min a 37+ 1C°.
Ensuite, la réaction a été initiée par I'ajout de 50 puL de solution d'amidon (1 %). Aprés 10 min
d'incubation a 37 + 1 C°, la réaction a été arrétée par l'ajout de 25 puL de HCI (1 M) et de 100 uL
d'iode-iodure de potassium (IKI), puis l'absorbance a été mesurée a 630 nm.

L'inhibition de I'a-amylase a été calculée a l'aide de I'équation suivante :

[ (%) Inhibition= 1 — [(Ac — Ae) — (As — Ab) / (Ac — Ae)] ]

ou:
Ac = Absorbance [25 pL de solvant + 50 uL de solution tampon + amidon + HCI + IKI].
Ae = Absorbance [25 pL de solvant + enzyme + amidon + HCI + IKI].
As = Absorbance [extrait + enzyme + amidon + HCI + | KI].
Ab = Absorbance [extrait + 125 pL de solution tampon + IKI].
L'acarbose est utilise comme un contréle positif, alors que le milieu réactionnel dépourvu

d'enzyme a-amylase représente le controle négatif.

2.2.4.1.6.3. L activité d*absorption du glucose par les cellules de levure
Principe
La méthode de la capture du glucose parles cellules de levure in vitro est utilisée pour
évaluer l'activité antidiabétique d'une substance en mesurant sa capacité a favoriser l'absorption
du glucose par les cellules de levure. Ce test a été réalisé selon Cirillo, 1962.
Cette expérience est utilisée pour déterminer la capacité des nanoparticules biosynthétisées par
extrait agueux des noyaux des dattes a favoriser I'absorption du glucose indique une activité
antidiabétique.
e Préparation des solutions
Préparation des cellules de levure
Suspension initiale (1%): La levure de boulangerie commerciale (Saccharomyces cerevisiae)
a été dissoute dans de l'eau distillée pour préparer une suspension a 1%. La suspension a été

conservée toute la nuit a température ambiante (25 C°).
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Lavage: La suspension (1%) de cellules de levure a été centrifugée a 4 200 tr/min pendant 5
minutes, le culot (cellules) est éliminé, et le surnageant est remis en suspension dans de l'eau
distillée. Ce processus est répété jusqu'a obtenir un surnageant clair.

Suspension finale (10%): Exactement 10 parties du surnageant clair sont mélangées a 90

parties d'eau distillée pour obtenir une suspension a 10% (v/v).

Préparation des échantillons:
Les nanoparticules (0.15625 - 5 mg.mL™) sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO)
et rester pendant une nuit au solvant, et pour une meilleure dispersion; il faut resté pendant une
heure a l'ultrason. L'Acarbose (5 mg.mL™) sont dissous dans I'eau distillée, a été utilis¢ comme

medicament standard positif.

Mode opératoire

Différents concentrations des nanoparticules (0.15625 - 5 mg.mL™)ont été ajoutées a 1mL
de solution de glucose (25 Mm) (4g/L)et incubés ensemble pendant 10 min a 37 C°. La réaction a
été initiée par addition de 100 pl de la suspension de levure. Chaque tube est mélangé avec le
vortex et incubée a 37 C° pendant 30-120-180 min, pendant cette période, les cellules sont
exposées a la solution de glucose, et si la substance a tester a une activité antidiabétique, elle peut
favoriser l'absorption du glucose par les cellules. Les tubes ont été ensuite centrifuges a
3800tr/min et le glucose dans le surnageant a été dose en mesurant I'absorbance a 540nm. Le
pourcentage d'augmentation de l'absorption du glucose par les cellules de levure a été calculé a

I'aide de la formule suivante :

% d'absorption du glucose = [(Abs contrdle — Abs échantillon) / Abs contréle] x 100

Ou

Abs contréle correspond a I'absorbance de la réaction témoin (contenant tous les réactifs
sans I'échantillon testé).

Abs échantillon correspond a I'absorbance de I'échantillon testé (Mélange contenant solution
des nanoparticules, le glucose et la levure) (Odeyemi et Dewar, 2019; Pitchaipillai et Ponniah,
2016; Thete et Dilip, 2020).
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2.2.4.1.7. Activité anticoagulante
2.2.4.1.7.1. Le test de temps de thromboplastine partielle activée (APTT) et le test de Temps
de prothrombine (PT)
Principe

Le test de temps de thromboplastine partielle activée (APTT) mesure le temps nécessaire a la
formation d'un caillot de fibrine aprés l'activation des voies intrinséque et commune de la
coagulation, il évalue principalement les facteurs de coagulation XII, XI, IX, VI, X, V, Il
(prothrombine) et | (fibrinogéne). Le test de Temps de prothrombine (PT) mesure le temps
necessaire a la formation d'un caillot de fibrine apres l'activation de la voie extrinseque de la
coagulation, il évalue principalement les facteurs de coagulation VII, X, V, Il (prothrombine) et |
(fibrinogéne) (Mohamed et al., 2022).

Ces tests sont réalisés in vitro sur du plasma sanguin prélevé sur un tube citrate, qui empéche
la coagulation en chélatant le calcium. L'ajout d'activateurs spécifiques et de réactifs permet de
déclencher les cascades de coagulation et de mesurer le temps nécessaire a la formation du caillot
(Ebar et al., 2022, Hamza et Abdeen, 2015).

Mode opératoire

Le test de coagulation APTT a été realisé par la méethode de (Gueboud;ji et al., 2022). Des
échantillons de plasma humain normal citraté (90 pL) a été mélangé avec 10ul d'une solution des
nanoparticules a différentes concentrationsde (1 a 2.5 mg.mL) sont dissous dans NaCl 0.9%, il
faut resté pendant une heure a l'ultrason pour une meilleure dispersion, et incubé a 37°C pendant
60 seconde avant I'ajout de100 pL de réactif pour le test APTT pré-incubé a 37-C pendant 2 min.
Du chlorure de calcium (CaCly) préchauffé 100 pl (0.25mol/L) a ensuite été ajouté et le temps de
thromboplastine partielle activée (APTT) a été enregistré comme le temps nécessaire a la
formation d'un caillot dans un coagulomeétre.

Le test de coagulation PT a été réalisé par la méthode de (Kenza et al., 2020). Des
échantillons de plasma humain normal citraté (90 pL) ont été mélangés a 10ul des nanoparticules
a différentes concentrations de (1 a 2.5 mg.mL™)sont dissous dans NaCl 0.9%, il faut resté
pendant une heure a l'ultrason pour une meilleure dispersion, et incubé le mélangés a 37 C°
pendant 60 seconde avant l'ajout de 200 pL de réactif pour le test PT pré-incubé a 37 C° pendant
2 min, et le temps de prothrombine (PT) a été enregistré comme le temps nécessaire a la

formation d'un caillot. Un contrdle positif a été réalisé avec une solution (Héparin,Aspirine) a
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différentes concentrations de (1 a 25 mg.mL?) sont dissous dans NaCl 0.9 %,
unanticoagulantestandard. Le temps nécessaire a la formation d'un caillot a été mesurée par un

coagulomeétre.Chaque test a été répété trois fois (Bose et al., 2005).

2.2.4.1.8. Activité antimicrobienne
2.2.4.1.8.1. L'activité de microdilution en bouillon

Protocole de microdilution en bouillon pour déterminer la concentration minimale inhibitrice
(CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) des nanoparticules ZnO et ZnO dopées
Mg-Ag contre diverses bactéries (Gram* et Gram").

Matériel
- Plaque de microtitration en plastique (96 puits).
- Milieu de culture: gélose Mueller-Hinton (MHA) et bouillon Mueller-Hinton (MHB) ajusté
en cations.
- Spectrophotometre pour mesurer la turbidité bactérienne.
- Solution de résazurine(indicateur colorimétrique).
- Nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag, dissoutes dans du DMSO.
- Amoxicilline (1 mg.mL™) (témoin positif pour Gram™).

- Gentamicine (1 mg.mL™) (témoin positif pour Gram").

Préparation des suspensions bactériennes
- Les bactéries testées sont:
- Gram®: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus.
- Gram : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Klebsiellapneumoniae.
- Les souches sont cultivées sur MHA, puis inoculées dans MHB.
- La densité bactérienne est ajustée a 0.5 McFarland (1.5 x 108 UFC/mL) a 600 nm (DOgq0)
(Qaiyumi S,. 2007.).

Préparation de la solution de résazurine
- Dissolution de 337.5 mg de résazurine dans 50 mL d'eau distillée stérile.
- Mélange avec un vortex stérile pendant 1 heure dans I'obscurité.

- Conservation dans un flacon marron pour éviter la dégradation par la lumiére.
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Préparation des nanoparticules (NPs)
- Dissolution des NPs dans DMSO (concentrations de 0.3125 a 40 mg.mL™).
- Agitation pendant une nuit dans le solvant.
- Dispersion optimale par ultrason pendant 1 heure.

Préparation et inoculation des plaques de microtitration
- Ajout de 100 pL de solution de nanoparticules dans chaque puits.
- Ajout de 50 pL de suspension bactérienne dans chaque puits.
- Inclusion de témoins :
Témoin négatif: sans antibiotique.

Témoin positif: amoxicilline pour Gram® et gentamicine pour Gram'.

Incubation
- Incubation aérobie a 37 C° pendant 24 heures(Schwalbe, R., L. et al., 2007).

Détermination de la CMI
- Aprés incubation, ajout de 5 pL de résazurine (6.75 mg.mL™) dans chaque puits.
- Incubation supplémentaire a 37 C° pendant 4 heures.
- Observation du changement de couleur :

Avant le changement de couleur— CMI déterminée(Weinstein, M.P., 2018).

Détermination de la CMB
- La concentration la plus faible ou aucune croissance bactérienne n'est observée apres
incubation est la CMB (Wayne, P.,2010).
Ce protocole permet une évaluation rapide et fiable de [l'activité antibactérienne des

nanoparticules.
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2.2.5. Activité in vivo des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées par
magnésium et I'argent (ZnO NPs,ZnO dopé Mg-Ag NPs)
2.2.5.1.Etude de toxicité subaigué

L'étude de la toxicité subaigué des nanoparticules de ZnO NPs et de ZnO dopées Mg-Ag
NPs a été réalisée selon le protocole décrit dans (Askri D, 2018).

L'expérimentation a été réalisée sur 45 rats albinos de la souche Wistar males adultes, pesant
entre 156 et 213 g. A été répartis aléatoirement en neuf groupes de cing rats (n=5) chacun ont été
créés comme suit: le groupe 1 (groupe témoin) a recu de I'eau normale; les groupes 2, 3, 4,5 ont
recu par voie orale a l'aide du gavage (sous forme de suspension aqueuse) des différentes doses
(5, 10, 15 et 20 mg/kg/jour) de nanoparticules ZnO NPs pendant 5 jour successives; les groupes
6, 7, 8,9 ont recu par voie orale de différentes doses (5, 10, 15 et 20 mg/kg/jour) de
nanoparticules ZnO dopées Mg-Ag NPs pendant 5 jour successives. Les signes de toxicité, ont
été surveillés pendant 24 h, 72 h, et une période de suivi de 14 jours (Guo Y et al., 2020, Siddiqui
S Aetal., 2020).

2.2.5.2. Provocation du diabéte

Aprés une nuit de jeline, le diabéte a été induit chez les rats par en une seule dose injection
intrapéritonéale d'une solution fraichement préparée d'alloxane monohydraté a une dose de 150
mg/kg de poids corporel (Usrey E Z. et al., 2020). L'alloxane est dissous dans une solution
physiologique (NaCl 0.9%) (Akter et Al-Faruk, 2017). Apres l'injection, les bouteilles d'eau ont
été remplacées par des bouteilles contenant une solution de glucose a 30% pendant 4 jours, afin
de controler le niveau deglycémie apres l'injection d'alloxane. Apres 72 heures de I'injection, le
diabete a été confirmé chez les rats en mesurant la glycémie a l'aide d'un glucometre. Seuls les
rats ayant un taux de glucose sanguin > 280 mg/dLont été considérés comme diabétiques et

séléctionné pour cette expérience (21 jours).

2.2.5.3. Plan expérimental
Aprés l'induction du diabete, les rats albinos de la souche Wistar males ont été répartis
aléatoirement en 5 groupes, chaque groupe contenant cing rats (n=5), comme sulit :
e Groupe 01 (Témoins): 5 rats normale (Non diabétiques) nourris avec un régime
alimentaire standard et recevait de I'eau pendant 21 jours.
e Groupe 02 (Rats diabétiques): 5 rats diabétiques nourris avec un régime alimentaire

standard et recevait de I'eau pendant 21 jours.
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e Groupe 03 (Rats diabétiques + Metformine): 5 rats diabétiques nourris avec un régime
alimentaire standard et traités par voie orale (gavage) avec une dose de 5mg/kg de poids
corporel de Metformine pendant 21 jours.

e Groupe 04 (Rats diabétiques + ZnO NPs): 5 rats diabétiques nourris avec un régime
alimentaire standard et traités par voie orale (gavage) avec une dose de 5mg/kg de poids
corporel des nanoparticules d'oxyde de zinc pendant 21 jours.

e Groupe 05 (Rats diabétiques + ZnO dopé Mg-Ag NPs): 5 rats diabétiques nourris avec un
régime alimentaire standard et traités par voie orale (gavage) avec une dose de 5mg/kg de
poids corporel des nanoparticules d'oxyde de zinc dopées par magnésium et l'argent
pendant 21 jours (Figure 26).

e Nous avons mesuré leur taux de glucose sanguin l'aide d'un glucometre de type (Vital-
Check; TECO Diagnostics, Corée) périodiqguement chaque semaine de I'expérience.

e Le poids corporel a été enregistré périodiqguement chaque semaines de I'expérience.

e Les nanoparticules ont eété administrées sous forme de suspension aqueuse.

e Les animaux diabétiques ont été traités apres 72 heures de provocation du diabéte (Yadav
et al., 2019).

2.2.5.4. Sacrifice et collecte de sang

A la fin de 21 jours de traitement et Aprés un jedne de 16 heures, les rats ont été sacrificés
sous anesthésie légére a base de chloroforme de 94 %. Les échantillons de sang ont été recueillis
et transférés dans des tubes marqués et numérotés pour chaque rat. Le sérum d'un tubes héparine,
obtenu aprés centrifugation du sang a une vitesse de 2500 tours par minute pendant 10 minutes,
pour des analyses biochimiques et enzymatiques, hormonal. Le sang a été transféré aussi dans un

tube a essai EDTA pour les analyses hématologiqueset analyses I'hémoglobine-glyqué.

2.2.5.5. Préparation des échantillons de tissus
Les animaux sacrifiés ont été disseéqués pour le prélevement de certains organes,puis le foie,
le pancréas ont été lavés avec une solution saline normale (NaCl a 0.9%) et placée dans une

solution formaldéhyde a 10 % pour un examen histopathologique.
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2.2.5.6. Analyse des parametres hématologiques

Les paramétres hématologiques (Numeération Formule Sanguine NFS), ont été déterminés a
l'aide de la méthode de Coulter et d'un analyseur hématologique automatique Medonic (Coulter
Beckman -USA-).

Le paramétre de I'némoglobine-glyqué (HbA1c), ont été déterminé a l'aide de la méthode de
chromatographie d'échange d'ions haute pressions (HPLC) et d'un analyseur automatisé
d'hémoglobine glyquée HLC-723 ( I'annexe n°4).

2.2.5.7.Analyse des parameétres biochimiques, enzymatiques, hormonal

Les paramétres analysées sont: Glycémie, Urée, Créatinine, Acide urique et Cholestérol,
Triglycéride, Lipoprotéine de haute densité (HDL), Lipoprotéine de basse densité (LDL),
Glutamo pyruvate Transaminase (AST), GlutamooxaloacétateTransferase (ALT), Phosphatase
Alcaline (PAL), Gamma—Glutamyl Transférase (GGT), a-amylase et Insuline. L'analyse sont
effectuées dans l'automate Modéle (COBAS INTEGR® 400 plus Maurimedis) a des longueurs
d'onde spécifiques pour chaque paramétre.

Les détails des méthodes analytiques utilisées pour les analyses biochimiques,

enzymatiques,hormonalsont présentés dans I'annexe n°4.

2.2.5.8.Analyses histologiques des tissus (foie, pancreas)

Une partie de foie et de pancréas ont été prélevés apres le sacrifice des rats, puis placés dans
un fixateur (formaldéhyde a 10%) jusqu'a la préparation des coupes pour l'analyse. Les
échantillons ont été déshydratés dans une série graduée d'éthanol de concentration croissante
(60%, 70 %, 80% et 100%), puis lavés au xylene et immergés dans de la paraffine.

A l'aide d'un microtome rotatif Thermo Scientific (Micron HM 325), les blocs de paraffine
ont été découpés en couches de 3 a Sum d'épaisseur. Les coupes ont été colorées avec de
I'hnématoxyline et de I'éosine, puisl'observation histopathologique a été réalisée a l'aide d'un

microscope optique.
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Figure 26:Schéma du protocole expérimental de I'‘étude in vivo.
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2.3. Analyse statistique
Toutes les résultats obtenus sont présentés sous forme de Moyenne + Ecart-Type (Mean

+ ET). Le logiciel statistique SPSS (version 22), a été utilisé pour comparerles moyennes des
différents groupes. Une analyse ANOVA a un facteur et suivie du test post hoc HSD de Tukey,
teste au seuil de p = 0.05 ont été utilisés pour calculer les différences significatives entre les
moyennes. A p < 0.05, les différences étaient considérées comme significatives.

vSignificatif (* ou p < 0.05).

v/Trés significatif par rapport au controle (** ou ° p < 0.01).

v'Tres hautement significatif par rapport au contréle (*** ou ¢ p <0.001).
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Chapitre I1: Resultats

1. Rendement de I'extrait des noyaux des dattes

Les analyses ont montré un rendement d'extraction: 10 = 0.5 %, obtenu & partir des noyaux
des dattes (Phoenix dactylifera L., variété Ghars). Ce résultat indique une efficacité modérée
dans la récupération des composés bioactifs hydrosoluble présents dans cette variété. Les noyaux
ont été soumis a une extraction aqueuse optimisée, mais la quantité récupérée suggere que
certains composés bioactifs peuvent rester piégés dans la matrice solide. Ce rendement met en
évidence le potentiel des noyaux des dattes comme source de biomolécules.

2. Analyse de extrait aqueux des noyaux des dattes des palmier (Phoenix dactylifera L.)
2.1. Criblage phytochimique

Les résultats des tests criblage phytochimique révelent la richesse de I'extrait des noyaux des
dattes de la variété Ghars en divers constituants actifs tels que les polyphénols, les flavonoides,
les tanins, les alcaloides, les stéroides, les glycosides cardiaques, les terpénoides confirment une
complexité biochimique favorable a diverses interactions biologiques potentielles (Tableau 08).

Tableau 08: Criblage phytochimiques de I'extrait aqueux des noyaux des dattes (Phoenix
dactylifera L.).

Criblage phytochimique Présence/Absence
Polyphénols +++
Flavonoides +++
) Catéchine +

Tannins -

Gallique +

Mayer ++
Alcaloides

Wagner ++

Saponosides -

Stérol ++

Glycosides cardiotoniques ++

Anthocyanins -

Terpenoids +

(-) Absence de compose, (+) Présence de compose.
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2.2. Quantification des composés phytochimiques

Les teneurs totales en phénols, flavonoides ont été déterminées a l'aide des équations
suivantes basées sur la courbe d'étalonnage (Annexe n°2): pour les phénols totaux: y = 0.001x +
0.032, R?=0.996, les flavonoides totaux: y = 0.001x + 0.021, R? = 0.998. En ce qui concerne les
tanins condensés ils ont été déterminés a l'aide des équations suivantes basées sur la courbe
d'étalonnage: les tanins condensés: y = 0.002x + 0.002, Rz = 0.998. Les résultats ont été présentés
dans le Tableau (09).

Tableau 09: Quantification des composés phytochimiques de I'extrait aqueux des noyaux des
dattes (Phoenix dactylifera L.).

Les parametres L'extrait des noyaux des datte(Ghars)
phénols totaux 85.8 £ 0.03 (mg de EAG/1g d'extrait)
Flavonoides totaux 59.9 £+ 0.04 (mg EQ/1g d'extrait)
Tanins condensés 22.95 + 0.03 (mg E. Cat/1g d'extrait)

EAG: Equivalente de l'acide gallique.EQ :Equivalente de quercitine. E. Cat: Equivalente de catichine.

2.3. Analyse qualitative et quantitatif de I'extrait aqueux des noyaux des dattespar HPLC
L'analyse chromatographique des composés phénoliques de I'extrait aqueux des noyaux des
dattes de Phoenix dactylifera L. réalisée par HPLC a permis d'identifier et de quantifier plusieurs
composes bioactifs, comme le montre la (Figure 27) (Tableaul0). Parmi les composés détectés, la
salicine se distingue largement comme étant le composé le plus abondant avec une concentration
de (6949.30 ug/g dextrait). D'autres composés une teneur modérée, tels que le pyrocatechol
(206.56pg/g EX) et l'esculine (207.34ug/gEX), avec une concentration de (132.71ug/g EX)
Pyrogallol, et l'acide ascorbique (126.29 pg/g EX). En outre, des concentrations notables d'acide
caféique (431.74 pg/g Ex) et de catéchine (155.06 pug/g EX) sont observées. Toute fois, certains
composés phénoliques des quantités traces, tels que l'acide salicylique et la quercétine, Acide

cinnamique, ont été détectées dans l'extrait aqueux des noyaux des dattes(Phoenix dactylifera L.).
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Tableau 10: Temps de rétention et concentration des composés phénoliques identifiés

dans I'extrait aqueux des noyaux des dattes (Phoenix dactylifera L.).

Composéphenolique

Temps de rétention (min)

Conc. (png/g d’extrait)

Acide ascorbique
Pyrocatéchol
Pyrogallol
Salicine

Esculine

Acide chlorogénique
Catechine
Caféine
Acidevanillique
Rutine

Vanilline

Acide caféique
Acide salicylique
Quercétine

Acide cinnamigue

2.469
3.790
5.406
6.764
7.302
8.810
9.134
9.679
11.239
13.471
14.592
17.314
19.581
21.425
23.545

126.292238
206.563057
132.713702
6949.30106
207.344264
58.8684831
155.059758
70.3740935
9.69931396

ND

ND
431.744965

ND

ND

ND

Conc: concentration, ND: non détecté

ey

mAU
10.04
Ascorbic acid
7.5 -
Pyrocatéchol
Pod By .
5.0 s * yreg Zalicine
r -~
F  Esculin ¢
2.5

Ry

Acide chlorogénique

Acide vanillique

Acide caféique

min

Figure 27: Chromatogrammes HPLC de I'extrait aqueux des noyaux des dattes (Phoenix

dactylifera L.).
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3. Biosynthése des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées par magnésium et
I'argent (ZnO NPs, ZnO dopé Mg-Ag NPs)

Dans la présente étude, des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées Mg-Ag
NPs, ont été synthétisées a base de I'extrait brute des noyaux des dattes de variété Ghars (Phoenix
dactylifera L.), on ajoute une solution de nitrate de zinc, pour la synthése d'oxyde de zinc (ZnO
NPs), et le nitrate de magnésium et nitrate d'argent utilisee comme des précurseurs de sel
metallique, ce qui donne une synthése verte de ZnO dopé Mg-Ag NPs.

Il a été observé que la couleur de la solution devenait verte ce qui indiquait la formation de
nanoparticules d'oxyde de zinc, et aprés l'ajout de Mg et Ag pour la synthése d'oxyde de zinc
dopées par magnésium et l'argent (ZnO dopé Mg-Ag NPs).

L'extrait aqueuse des noyaux des dattes n'etulise pas seulement pour réduit les ions Mg™,
Ag*, mais a également utiliser comme un agent de stabilisation et de couvrage, la couleur de
solution devenait brun foncé apres un temps approprié, ce qui indiquait la formation de

nanoparticules d'oxyde de zinc dopées Mg-Ag (Figure 28).

Extrait aqueuse ZnO NPs ZnO dopéMg-Ag NPs

Figure 28: La solution aqueuse d'oxyde de zinc et I'oxyde de zinc dopé Mg-Ag a partir de

I'extrait des noyaux des dattes (Phoenix dactylifera L.).

3.1. Caractérisations des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées par
magnésium et I'argent (ZnO NPs, ZnO dopé Mg-Ag NPs)
3.1.1. L'analyse de spectrophotométrie UV-visible (UV-Vis)

Les spectres dabsorption UV-Vis des nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs) et des
nanoparticules de ZnO dopées par le magnésium (Mg) et l'argent (Ag) (ZnO dopé Mg-Ag NPs)
(Figure 29) ont étéenregistrés pour examiner leurs transitions électroniques et l'influence des
dopants sur leurs propriétés optiques. Le spectre correspondant aux ZnO NPs (a) révele un pic
d'absorption distinct a une longueur d'onde de 373.2 nm. En revanche, le spectre des ZnO dopé

Mg-Ag NPs (b) montre un décalage notable vers une longueur d'onde plus longue (395.6nm).

113



Chapitre I1: Resultats

Ce décalage spectral, associé a une modification de la structure électronique induite par le
dopage, met en évidence une réduction de I'énergiede la bande interdite.

L'intensité du pic d'absorption est plus élevée pour les ZnO NPs que pour les ZnO dopées
Mg-Ag NPs, ce qui reflete des différences potentielles dans la densité des états ou les proprietés

detransition électronique.

1.0
373.2 nm

0.8 -

Zn0O NPs

0.6

395.6 nm
0.4 - (b)

Absorbance(a.u)
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Longueur d'onde (nm)

Figure 29: Le spectres d'absorption UV-Vis des ZnO NPs et ZnO dopé Mg-Ag NPs.

3.1.2. L'analyse de spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Le spectre FTIR présenté illustre les caractéristiques vibrationnelles des ZnO NPs (a) et des
ZnO dopé Mg-Ag NPs (b), mettant en évidence des différences importantes dues au dopage avec
Mg et Ag (Figure30).

Dans le spectre des ZnO NPs (a), les bandes d'absorption principales incluent une large
bande autour de 3444.87 cm, correspondant aux vibrations de liaisons O-H, suggérant la
présence des groupes hydroxyles. Une autre bande notable est située a 474.6 cm™ et 482.2 cm?,
attribuée aux vibrations de réseau ZnO, des pics d'absorption a 871.8 cm™ et 1049.3 cm™ ont été
attribués respectivement aux vibrations de flexion C-C et aux vibrations d'étirement C-O. De
plus, un pic a 1608.6 cm™ correspond aux vibrations d'étirement C=C. Enfin le pic a 2850.79 cm™
est associé aux vibrations de flexion C-H caractéristiques des nanoparticules de ZnO.
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Dans le spectre des ZnO dopé Mg-Ag NPs (b), les modifications sont évidentes, la bande a
(3444.87, 2850.97 cm™) reste présente mais avec une intensité réduite, indiquant une diminution
des groupes hydroxyles. Une nouvelle bande apparait a 1342.5 cm™, associée aux vibrations des
liaisons C-C, probablement dues a des interactions avec les dopants magnésium etargent ou a des
résidus organiques, autre pic a 1435.04 cm™ correspond aux vibrations d'étirement C-O,
confirmant encore la présence de composants organiques. De plus, la bande autour de 435.91cm™
est légérement modifiée, ce qui peut étre lié a des changements dans la structure cristalline ou aux

interactions entre Zn-O, Mg-O et Ag-O.
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Figure 30: Le spectre FTIR des ZnO NPs et ZnO dopé Mg-Ag NPs.

3.1.3. L'analyse de diffraction des rayons X (XRD)

Le diagramme de diffraction des rayons X (DRX) montre les caractéristiques cristallines des
ZnO NPs et ZnO dopees Mg-Ag NPs.

Le diagramme les ZnO NPs (en vert), les pics principaux correspondent a la phase
hexagonale wurtzite du ZnO, conformément aux données de référence ICDD [PDF #48-1548].
Ces pics sont bien définis, ce qui reflete une bonne cristallinité des nanoparticules de ZnO. En
revanche le diagramme des ZnO dopées Mg-Ag NPs (en rouge), les pics caractéristiques du ZnO
(en vert) sont toujours présents, mais on observe de nouveaux pics correspondant au Mg et a I'Ag,

comme indiqué par les données de référence ICDD pour le magnésium (Mg) [PDF #35-0821] et

115



Chapitre I1: Resultats

largent (Ag) [PDF # 04-0783]. Ces nouveaux pics indiquent l'incorporation réussie de
magnésium (Mg) et argent (Ag) dans la structure cristalline des nanoparticules. De plus, certains
pics du ZnO subissent des décalages et des variations d'intensite, suggérant une perturbation de la
structure cristalline due au dopage (Figure 31).

Le modéle de DRX comparatif des ZnO NPs (en rouge) et des ZnO dopees Mg-Ag NPs (en
noir) met en évidence des changements subtils mais significatifs dans les caractéristiques
cristallines apres le dopage avec magnésium etargent (Figure 32). Les 2 nanopartucules montrent
des pic le plus intense situé aux positions 20 de 31.84°, 34.51° et 36.31°, caractéristiques de la
phase wurtzite du ZnO. Cependant, dans le cas des ZnO dopées Mg-Ag NPs, on observe a 20 =
38.180 et 44.380, une légeére augmentation de l'intensité des pics, suggérant une meilleure
cristallinité ou un effet synergique dd a la présence des dopants. De plus, un décalage léger vers
des angles 20 plus faibles est visible d'environ 0.1001 dans certains pics des ZnO dopée avec
0.5% de Mg et 0.5 % d'’Ag NPs, ce qui peut indiquer une modification de la maille cristalline
causée par l'incorporation des ions Mg?* et Ag* dans la structure du ZnO. Cela pourrait refléter
une expansion du réseau cristallin en raison des différences de taille ionique entre les dopants
(Mg#*Ag") et le Zn?*,

Les tailles moyennes des cristaux ont été déeterminées par I'équation de Scherrer, ils étaient
de 12.8 £ 0.1 nm pour les cristallines de ZnO et de 22.0 = 0.1 nm pour les crisstalline de ZnO

dopées Mg-Ag.
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.Figure 31:Les diagrammes de DRX des ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs.

ZnO dopé Mg-AgNPs f
2000 ZnONPs

— 1500 -
S
K
\8 7
2 1000
8
=

500 -

10 & - . , - r : r . T ; ;

30 32 34 36 a8 40
2 Theta [°]

Figure 32: Le modéle de DRX comparatif ZnO NPs et ZnO dopé Mg-Ag NPs.
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3.1.4.L'analyse de microscope électronique a balayage (SEM)

Les images SEM (a et b, C) et les histogramme associé (1 et 2, 3), illustrant les distributions
de morphologie et de taille estimé des particules du ZnO NPs synthétisées (Figure 33).

ZnO NPs (a, b, ¢): L'image SEM montre des nanoparticules de morphologie Sub-sphérique
avec une bonne dispersion. La distribution de taille indique une taille moyenne de 73nm,
64.17nm, 48.82 nm avec l'agrandissement suivante 500 nm, 1 um, 2 pum respectivement. Ces
résultats soulignent des taille relativement homogéne pour les ZnO NPs, reflétant une

cristallisation uniforme.

// :
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Figure 33: Les images SEM (a:500nm) et (b: 1um), (c:2um) et les histogramme (1 et 2, 3), des
taille de ZnO NPs

Les images SEM (d, e, ) et I'histogramme associé (4, 5, 6), illustrant les distributions de
morphologie et de taille estimé des particules des ZnO dopées Mg-Ag NPs synthétisées (Figure
34).
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ZnO dopé Mg-Ag NPs (d, e, f): Les nanoparticules dopées par magnésium et l'argent
présentent une augmentation significative de la taille moyenne, atteignant environ 58.50 nm,
77.11 nm, 107.40 nm avec l'agrandissement suivante 2 um, 1 pum, 500 nm. L'image SEM montre
des nanoparticules de morphologie Sub-sphérique.
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Figure 34: Les images SEM (d :500 nm) et (e: 1 um), (f: 2um) et les histogramme (4 et 5, 6), des
taille de ZnO dopé Mg-Ag NPs.

3.1.5. L'analyse spectroscopie de dispersion d*énergie des rayons X (EDAX)

Les résultats d'analyse EDAX présentés dans la Figure 35 a indiquent que les nanoparticules
de ZnO sont composees majoritairement de zinc (Zn), représentant 71.07 % en poids et 38.28 %
en pourcentage atomique, et d'oxygene (O) est également présent a hauteur de 27.46 % en poids
et 60.43 % en pourcentage atomique, confirmant la structure basique d'oxyde de zinc. En outre,
une faible quantités de calcium (Ca), correspondant a 1.47 % en poids et 1.29% en pourcentage
atomique, ont été détectées. Cette composition élémentaire est en accord avec la composition

attendue de ZnO, confirmant ainsi la pureté des nanoparticules synthétisees.
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Figure 35: Le spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie des ZnO NPs.

Les résultats d'analyse EDAX présentés dans la Figure 36 a indiquent que des nanoparticules
de ZnO dopées par Mg et Ag. Les données montrent que nanoparticules de ZnO dopées Mg -Ag
est principalement constitué d'oxygéne (O), représentant 26.64 % en poids, suivi de zinc (Zn) a
pic de 70.10 %. Par ailleurs, la présence d'argent (Ag) est détectée a 0.62 %, tandis qu'une faible
proportion de magnésium (Mg) est observée, correspondant a 1.63 %. De faibles quantités de
calcium (Ca), correspondant a 1.11 % en poids. Ces résultats confirment I'intégration réussie des
dopants Mg et Ag dans les nanoparticules de ZnO, comme en témoignent les variations
significatives de la composition élémentaire par rapport au ZnO non dopé, apportant ainsi une

meilleure compréhension de la structure chimique du matériau synthétise.
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Figure 36: Le spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie des ZnO dopé Mg-Ag NPs
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4. Activité in vitro des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées par magnésium
et I'argent (ZnO NPs, ZnO dopé Mg-Ag NPs)
4.1. Activité antioxydant

De nombreuses méthodes sont utilisées pour I'évaluation de I'activité antioxydant des
nanoparticules, la plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration d'un
réactif dans le milieu réactionnel.

Dans cette étude, on autilisé différents tests chimiques a savoir, le test de pouvoir
réducteur/antioxydant ferriqgue (FRAP), qui mesure le pouvoir réducteur des ions ferreux, l'effet
piégeur sur le radical 2, 2-diphényl 1-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Annexen©3) et test de
blanchiment du B-caroténe, antihymolyse (Annexe n°3), et test photocatalytique.

4.1.1. L activite de piégeage des radicaux libres DPPH (DPPH) et pouvoir réducteur du fer
(FRAP)
4.1.1.1.L "activité de piégeage des radicaux libres DPPH

Le test nécessaires pour réduire de 50 % le radical DPPH par des nanoparticules testes et de
I'acide ascorbique sont présentés dans le (Tableau 11).

Les nanoparticules de ZnO présentent une valeur ICso= 4.93 + 0.016 mg.mL™, est élevée
indiquant une activité antiradicalaire plus faible. En revanche, les nanoparticules ZnO dopées
Mg-Ag montrent une concentration médiane inhibitrice 1Cs,= 3.84 + 0.033 mg.mL™. ce qui
reflete une activité antioxydante faible. En comparaison, l'acide ascorbique, utilisé comme
standard positif, affiche une ICs, de 0.144 +0.002 mg.mL™, soulignant une activité antioxydante
significativement supérieure a celle des nanoparticules étudiées. Ces différences remarquées
illustrent la supériorité de l'acide ascorbique comme antioxydant de référence, tandis que les
nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag montrent une difference trés hautement significative
(p<0.001).

4.1.1.2.L "activité de pouvoir réducteur du fer

Les résultats de l'activité antioxydante évaluée par la méthode FRAP (Pouvoir antioxydant
réducteur de fer), le Tableau (11) montrent des différences entre les nanoparticules étudiés.

Les nanoparticules de ZnO affichent de valeur ECso (0.84 + 0.114 mg.mL™). En revanche,
les nanoparticules ZnO dopées Mg-Ag présentent de valeur approche ECso (0.79 =
0.026 mg.mL™). En comparaison, l'acide ascorbique, utilisé comme standard positif, présente de

valeur beaucoup plus faibles ECso (0.18 £+ 0.051 mg.mL™), confirmant son activité antioxydante
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significativement supérieure par rapport aux deux types des nanoparticules. Ces différences
remarquees illustrent la supériorité de I'acide ascorbique comme antioxydant de référence, tandis
que les nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag et montrent une difference tres significative
(p<0.01).

Tableau 11: L'activite antioxydante des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs par
les méthodes DPPH, FRAP.

Activité antioxydant

Nanoparticules/standard ECso (mg.mL™) ICso (mg.mL™)
FRAP DPPH

ZnO NPs 0.84 £0.114° 4.93 +0.016°

ZnO dopé Mg-Ag NPs 0.79 +£0.026° 3.84 £0.033°

Acide ascorbique 0.184+0.051 0.144 + 0.002

ICsq: Concentration médiane inhibitrice 50%, ECs,: Concentration médiane efficace 50%.
b-c: signifietest post hoc HSD de Tukey (p<0.05).
4.1.2. L'activité de béta-carotene/Acide linoléique

La méthode p-caroténe/Acide linoléique a été utilisee pour évaluer la capacité des
nanoparticules a protéger le béta-caroténe de I'oxydation par les radicaux libres généreés lors de la
peroxydation de l'acide linoléique.

L'activité antioxydante des différents échantillons, évaluée par la méthode B-caroténe/Acide
linoléique, montre une diminution de I'absorbance au fil du temps (Figure 37).

Initialement, (t = 0) heure, les valeurs d'absorbance sont identiques pour tous les échantillons
(ZnO dopé Mg-Ag NPs, ZnO NPs, vit C) et BHT (standard positif) avec une valeur de DO = 0.64
indiquant densité optique de depart, cependant, apres 48 heures, on remarque des différences
apparaissent entre les échantillons; le BHT se distingue par sa stabilité remarquable avec une
Iégere diminution de I'absorbance a DO = 0.60 confirmant ainsi son role maximale d'antioxydant
de référence. En revanche, les ZnO dopé Mg-Ag NPs montrent une activité antioxydante, avec
une diminution de I'absorbance a DO = 0.39 ce qui témoigne d'une certaine efficacité par rapport
au BHT, les ZnO NPs, quant a eux, présentent une baisse absorbance atteignant DO = 0.20 a 48
heures, mais pour le Vit C possede la plus faible absorbance par rapport aux autres échantillons
par une DO = 0.06.
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Figure 37: L'activité antioxydante des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs par la
méthode [-carotene/ Acide linoléique.

L'activité antioxydante des différents échantillons (deux types des nanoparticules, l'acide
ascorbique et BHT), évaluée par la méthode P-caroténe/ Acide linoléique, montre une le
pourcentage d'inhibition d'oxydation aprés 48 heure (Tableau 12).

Les résultats mettent en évidence des différences significatives d'efficacité inhibitrice entre
les échantillons; Hydroxytoluéne butylé (BHT) utilisé comme référence, montre une activité
inhibitrice maximale avec de pourcentage d'inhibition d'oxydation atteignant a 94.00 £ 1.00 %.
En revanche, ZnO dopé Mg-Ag NPs présentaient une activité antioxydante plus élevée a 60.93 +
0.01 % (p<0.05), tandis que les nanoparticules de ZnO affichent une activité inhibitrice modérée a
31.25 £ 0.01% (p<0.01), acide ascorbique montre une activité inhibitrice trés faible 9.37 £ 0.01%
(p<0.001) et moindre par rapport les nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag.

Tableau 12: Les pourcentage d'inhibition B-carotene par des nanoparticules ZnO NPs et ZnO
dopées Mg-Ag NPs.

Nanoparticles / Standard % inhibition d'oxydationaprés 48 heure
BHT 94.00 £ 1.00
ZnO dopé Mg-Ag NPs 60.93 + 0.01°
ZnO NPs 31.25+0.01°
VitC 9.37+0.01°

a-b-c: signifie test post hoc HSD de Tukey (p < 0.05).
BHT: Hydroxytoluenebutylé; Vit C: Acide ascorbique.
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4.1.3. L'activité anti-hémolytique par peroxyded'hydrogéne (H20>)

Le test d'anti-hémolyse in vitro utilisée pour évaluer la capacité des nanoparticules ZnO et
ZnO dopées Mg-Ag a protéger les érythrocytes (globules rouges) contre la destruction.

L'évaluation de l'activité anti-hémolytique in vitro pour les nanoparticules ZnO, ZnO dopées
Mg-Ag et la quercétine montrent des différences significatives entre les échantillons étudiés
(Figure 38).

Les ZnO NPs montrent la valeur moyenne avec une concentration inhibitrice 1Cso (1.055 *
0.030 mg.mL™), ce qui indique une protection modérée mais constante contre I'hémolyse. En
revanche, les nanoparticules ZnO dopées Mg-Ag, quant a elles, affichent la valeur la plus faible
avec une concentration inhibitrice 1C5o (0.747 + 0.017 mg.mL™), traduisant une efficacité anti-
hémolytique pour protéger les érythrocytes contre I'hémolyse par rapport aux ZnO NPs. En
comparaison, la quercétine utilisée comme standard positif, il présente la valeur la plus basse
avec ICso (0.512 + 0.003 mg.mL™1), démontrant une activité anti-hemolytique significativement
supérieure a celle des deux types de nanoparticules testées. Ces différences remarqueées illustrent
la supériorité de la quercétine comme antioxydant de référence, tandis que les nanoparticules
ZnO dopées Mg-Ag montrent une différences significative (p<0.05) et ZnO NPs montrent une

différences trés hautement significative (p<0.001).

c

1.2 4

0.8

0.6

0.4 -

1C 50 mg / ml d"hémolyse

0.2 -

Quercétine ZnO dopé Mg-Ag NPs ZnONPs

a-c: signifie test post hoc HSD de Tukey (p < 0.05)
ICs0: Concentration médiane inhibitrice50%.

Figure 38: L'activité anti-hémolytique des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs.
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4.1.4. L activité photocatalytique par bleu de méthyléne (BM)

L'activité photocatalytique utilisée pour I'évaluation la capacité des nanoparticules ZnO et
ZnO dopées Mg-Ag a degrader les polluants environnementaux par la lumiere, nous avons utilisé
le bleu de méthyléne comme indicateur de I'efficacité photocatalytique.

Les résultats présentent dans les (Figure 39, Al; Figure 40, A2) montrent que les
nanoparticules ZnO a des concentration 10 mg.mL™ et 20 mg.mL™, une efficacité de
photodégradation meilleure du colorant bleu de méthyléne, atteint 86.66 + 1.22% et 93.33 +
0.005% respectivementa 120 minutes. En revanche (fig 41, B1; fig 42, B2) montrent que les
nanoparticules de ZnO dopées Mg-Ag a des concentration 10 mg.mL™? et 20 mg.mL™, une
activité photocatalytique relativement bonne, atteint 37.77 + 0.02 % et 53.33 + 0.71%
respectivement a 120 minutes.

Cette expérience photocatalytique a démontré que les nanoparticules de ZnO a une grande
éfficacité a différentes concentration par apport au ZnO dopé Mg-Ag.
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Figure 39: L'activité photocatalytique des Figure 40: L'activité photocatalytique des
nanoparticules ZnO NPs a concentration nanoparticules ZnO NPs a concentration
10 mg.mL-1 en fonction du temps. 20 mg.mL-1 en fonction du temps.
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Figure 41: L'activité photocatalytique des Figure 42: L'activité photocatalytique des
nanoparticules ZnO dopé Mg-Ag NPs a nanoparticules ZnO dopé Mg-Ag NPs a
concentration 10 mg.mL-1 en fonction du concentration 20 mg.mL- en fonction du

temps. temps.

4.2. Activité antidiabétique

Dans ce travail, nous avons étudié l'activité inhibitrice de I'a-glucosidase et del'a-amylase et
dosage du glucose par les nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag, afin d'évaluer l'activité
antidiabétique in vitro des nanoparticules des types étudiées, en considérant lI'acarbose comme

contréle positif.

4.2.1. L'activité inhibitrice de I'alpha-glucosidase

La glucosidase présente dans la bordure des microvillosités de I'intestin gréle, elle est
essentielle pour digérer les oligosaccharides en monosaccharides. par conséquent, I'inhibition des
activités de l'enzyme a-glucosidase peut clairement retarder la conversion du glucose en
glycémie, réduire l'augmentation postprandiale de la glycémie et donc étre une approche efficace
pour gérer le taux de glycémie dans le diabéte sucré.

Les pourcentages d'inhibition de l'activité enzymatique de l'a-glucosidase en présence de
I'acarbose et les nanoparticules étudiés sont présentent dans la Figure 43.

Au vu des résultats obtenus, le pourcentage d'inhibition des nanoparticules ZnO et les ZnO
dopées Mg-Ag augmente proportionnellement avec l'augmentation de la concentration de
ceux-ci. A faible concentration de 0.0625 mg.mL™*, ZnO NPs montre une inhibition plus faible
que celle de ZnO dopé Mg-Ag NPs soit 9.29 + 0.49% et 17.16 + 0.07%, respectivement. Une
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amélioration progressive du pourcentage d'inhibition a une concentration de 0.125 mg.mL"* des
deux nanoparticules soit 33.43 + 0.20 % et 36.43 + 0.02 %, respectivement puisune légere
augmentation du pourcentage d'inhibition est remarquée a 0.25 mg.mL*, soit 38.46 + 0.11% pour
ZnO NPs et 43.75 + 0.01% pour ZnO dopé Mg-Ag NPs. Au dela de 1 mg.mL™, on remarque une
augmentation du pourcentage d'inhibition jusqu'a atteint le maximum soit 47.20 + 1% et 59.14 +
0.03%, pour les nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag respectivement. En revanche,
I'amélioration est plus claire pour I'acarbose, a une faible concentration de 0.0625 on a trouvé un
taux d'inhibition de 46.25 + 2 %. Une légére augmentation est remarqué 48.12 + 0.5 % a
0.125mg.mL*. A 1 mg.mL* une augmentation du pourcentage d'inhibition est montrée jusqu'a

atteint le maximum soit 89.75 + 1%.
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Figure 43: L'activité inhibitrice sur I'enzyme a-glucosidase par l'acarbose et des nanoparticules
ZnO et ZnO dopees Mg-Ag.

4.2.2. L'activité inhibitrice de I'alpha-amylase

Les pourcentages d'inhibition de l'activité enzymatique de l'a-amylase en présence de
I'acarbose et les nanoparticulesprésentés dans la Figure 44.

Il ressort des résultats présentés dans la Figure 44, que le pourcentage d'inhibition des
nanoparticules étudiés et de I'acarbose augmente proportionnellement avec I'augmentation de la

concentration de ceux-ci. A faible concentration de ZnO NPs et de ZnO dopé Mg-Ag NPs
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montrent des pourcentages d'inhibitions de 31.24 + 1.04 % et 31.98 + 2.01 %, respectivement. En
effet, le ZnO NPs suit une faible inhibition jusqu'a 2 mg.mL™, puis on remarque une amélioration
pourcentage d'inhibition et atteint son maximum de 62.56 + 1.01 % a 5 mg.mL™. Alors que, le
ZnO dopé Mg-Ag NPs montre une inhibition progressive avec l'augmentation de la concentration
et atteint son maximum de 75.33 £ 0.01 % a 5 mg.mL™. Les deux nanoparticules présentent une
similarité pour les valeurs minimales que maximales. Il est remarqué que pour l'acarbose, la
concentration minimale soit 0.312 mg.mL™, montre un taux d'inhibition égale a 50.33 + 1.07%.

Tandis que, la concentration maximale 5 mg.mL™ présente un taux d'inhibition égale a 97.80 +

1.04%.
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Figure 44: L'activité inhibitrice sur I'enzyme a-amylase par I'acarbose et des nanoparticules ZnO

et ZnO dopées Mg-Ag.

4.2.3. L'activitéd absorption du glucose par les cellules de levure
L'évaluation in vitro de l'activité antidiabétique, les nanoparticules de ZnO et ZnO dopées

Mg-Ag, synthétisées par l'extrait aqueux des noyaux des dattes de palmier dattier, ont montré des
effets significatifs sur l'absorption du glucose par de cellules de levure (Saccharomyces

cerevisiae) a différentes concentrations et intervalles de temps.
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Pour les nanoparticules ZnO, le pourcentage d'absorption du glucose augmente avec le
temps pour toutes les concentrations testees (Figure 45).

A 30 minutes, la concentration le plus élevée (5 mg.mL™) montre une pourcentage
d'absorption de 33.5 + 1 %, tandis que les plus faibles concentrations (0.15625 mg.mL™)
enregistrent une absorption plus faible autour de 10-12 %.

A 120 minutes, le pourcentage d'absorption augmente de maniére significative, atteignant
environ 45 + 2 % pour la concentration de (5 mg.mL™), alors que les concentrations plus faibles
(0.15625 mg.mL™) enregistrent une absorption autour de 20 %.

A 180 minutes, le pourcentage d'absorption maximale est observée pour la concentration de
(5 mg.mL") 52.10 * 2%, avec une amélioration progressive pour les concentrations
intermédiaires et faibles.

Une analyse comparative avec l'acarabose a (5 mg.mL™), qui a démontré une pourcentage
d'absorption du glucose a 90 %, a mis en évidence l'efficacité compétitive des nanoparticules de

ZnO, soutenant leur potentiel dans les applications antidiabétiques.
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Figure 45: L'activité antidiabétique in vitro de ZnO NPs par les cellules de levure.
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En considérant les nanoparticules ZnO dopées Mg-Ag, une meilleure pourcentage
d'absorption du glucose est notée par rapport aux ZnO NPs, en particulier pour les concentrations
élevées (Figure 46).

A 30 minutes, la concentration le plus élevée (5 mg.mL™*) montre une pourcentage
d'absorption du glucose de 50 £ 3%, tandis que les plus faibles concentrations (0.15625 mg.mL-1)
enregistrent des valeurs légerement plus élevées autour de (13-15 %) que pour les ZnO NPs.

A 120 minutes, le pourcentage d'absorption augmente de maniére significative, atteignant
environ 54 + 1% pour la concentration de (5 mg.mL-1), alors que les concentrations plus faibles
(0.15625 mg.mL-1) enregistrent une absorption autour de 22 %.

A 180 minutes, le pourcentage d'absorption maximale est atteinte avec 60 + 4% pour
(5mg.mL-1) avec une amélioration progressive pour les concentrations intermédiaires et faibles,
suivant des tendances similaires a celles observées pour les nanoparticules de ZnO.

Une analyse comparative avec l'acarabose a (5 mg.mL™), qui de pourcentage d'absorption du
glucose a 90 % a 180 min, a mis en évidence I'efficacité compétitive des nanoparticules de ZnO

dopées Mg-Ag, confirmant leur potentiel dans des applications antidiabétiques.
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Figure 46: L'activité antidiabétique in vitro de ZnO dopé Mg-Ag NPs par les cellules de levure.
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4.3. Activité anticoagulante
4.3.1. Les tests de temps de thromboplastine partielle activée (APTT) et le tests de Temps de
prothrombine (PT)

Le test de temps de thromboplastine partielle activée (APTT) mesure le temps nécessaire a la
formation d'un caillot de fibrine aprés I'activation des voies intrinseque et commune de la
coagulation. Par contre le test de temps de prothrombine (PT) mesure le temps nécessaire a la
formation d'un caillot de fibrine apres I'activation de la voie extrinseque de la coagulation.

Pour le temps de thromboplastine partielle activée (APTT), les résultats présentent dans le
Tableau(13) montrent une augmentation significative et progressive du temps de thromboplastine
partielle activée dépendante de la concentration pour les nanoparticulesétudiés.Cette tendance
met en évidence une influence des nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag sur I'APTT, avec
une efficacité anticoagulante pour les ZnO dopées Mg-Ag NPs et ZnO NPs par apport I'aspirine
et une absence d'activité par apport I'héparine.

Pour les standards, l'aspirine et I'héparine les résultats présentent une augmentation
progressive du temps de thromboplastin partielle activée dépendante de la concentration,

confirmant leur efficacité anticoagulante supérieure.

Tableau 13: L'activité anticoagulante des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs

pour temps de thromboplastine partielle activee (APTT).

Nanoparticles / Standard

Concentration Temps APTT (seconde)
(mg.mL™) ZnO NPs ZnO dopé Mg-Ag NPs Héparin Aspirine
1.0 27.0 £0.01¢™ 78.5+0.07 PNS 130 + 1.00 80 + 1.00
1.5 29.0+0.04¢™ 110.6 +0.02°NS 350 + 1.00 120 + 1.00
2.0 81.0£0.03¢™ 120.6 £0.05¢™ Incoagulables 220 + 1.00
2.5 182.9+0.02°" 184.7 +0.10°" Incoagulables  Incoagulables

a;p<0.05 significative, b; p<0.01: tres significative et ¢; p<0.001: trés hautement significative par rapport I'héparine.
*:p<0.05 significative, *; p<0.01: trés significative et **; p<0.001: trés hautement significative par rapport l'aspirine.
NS;p>0.05 non significative.
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Pour le temps de prothrombine (PT), les résultats présentent dans le Tableau (14) montrent
que les nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag affichent une augmentation tres faible du
temps de prothrombine (PT) aux différentes concentrations, cela indique une absence d'activité
anticoagulante par apport I'aspirine et I'néparine.

Pour les standards, l'aspirine et I'néparine les résultats présentent une prolongation
remarquée du temps de prothrombin dépendante de la concentration, indiquant une activité
anticoagulante.

Tableau 14: L'activité anticoagulante des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs
pour temps de prothrombine (PT)

Nanoparticles /Standard

Concentration Temps PT (seconde)

(mg.mL™) ZnO NPs ZnO dopé Mg-Ag NPs Heparin Aspirine
1.0 11.8+0.30°¢" 135+3% 120.9 +0.01 20.7 +£0.01
1.5 13.5+0.20™ 13.8 £ 2¢ Incoagulables 50+ 0.06
2.0 22.4+0.70¢™ 14.5 + ¢ Incoagulables 120 + 0.05
2.5 30.4 +0.30¢™ 16.7 +0.70¢™ Incoagulables Incoagulables

a;p<0.05 significative, b; p<0.01: tres significative et ¢; p<0.001: tres hautement significative par rapport I'héparine.
*:p<0.05 significative, *; p<0.01: trés significative et **; p<0.001: trés hautement significative par rapport l'aspirine.
NS;p>0.05 non significative.

4.4. Activité antimicrobienne
4.4.1. L activité de microdilution en bouillon

Le Tableau(15) met en évidence l'activité antimicrobienne des nanoparticules ZnO et ZnO
dopées Mg-Ag pour six souches bactériennes différentes, révélant leurs Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) et leurs Concentration Minimale Bactéricide (CMB), et des rapports
CMB/CMI.

Pour les différentes souches bactériennes, y compris E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
S. aureus, B. subtilis, et S. spp, les nanoparticules de ZnO dopées Mg-Ag ont systématiquement
présenté des valeurs de CMI et de CMB plus faible et inférieures a celles observées pour de
ZnONPs. Par exemple, pour Escherichia coli, la CMI et la CMB des ZnO dopé Mg-AgNPs sont
de (0.625 mg.mL™), avec un rapport CMB/CMI égale 1, indiquant une activité bactéricide, mais
pour le reste des souches bactériennes, le rapport CMB/CMI égale 2, indiquant aussi une activité

bactéricide.
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A Tlinverse, les ZnO NPs nécessitent des concentrations plus élevées avec une CMI de
(5.0mg.mL™) et une CMB de (10 mg.mL™), avec un rapport CMB/CMI égale 2, indiquant une
activité bactéricide. De maniére similaire, pour Staphylococcus aureus, les ZnO dopé Mg-Ag
NPs affichent une CMI plus faible (0.3125 mg.mL™) et une CMB de (0.625 mg.mL™), avec un
rapport CMB/CMI égale 2, contre des valeurs plus élevées pour les ZnO NPs (CMI: 5 mg.mL-1),
(CMB: 10 mg.mL-1) mais aussi avec un rapport CMB/CMI égale2, pour Pseudomonas
aeruginosa, bien que les deux nanoparticules aient un rapport CMB/CMI similaire égale 2, les
ZnO dopées Mg-Ag NPs montrent une meilleure efficacité avec une CMI de (1.25 mg.mL-1)
comparée aux 20 mg.mL-t des ZnO NPs. Il est a noter que les rapport CMB/CMI ont davantage
souligné I'efficacité des nanoparticules ZnO dopées Mg-Ag dans leur action bactéricide, mettant
en lumiere leur potentiel en tant qu'agent antimicrobien avec une pertinence pharmaceutique

significative.

Tableau 15: L'activité antimicrobienne des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs

aux différentes bactéries.

CMI (mg.mL-1) CMB (mg.mL-1) % (rapport)

Souches bactériennes Zn0  Zno dopé |Zn0 ZnO dops | 210 Zno dopé

NPs Mg-Ag NPs | NPs  Mg-Ag NPs | NPs Mg-Ag NPs
Escherichia coli ATCC 25922 (G-) 5.0 0.625 10 0.625 2* 1*
KlebsiellapneumoniaeATCC 13883 (G-) 5.0 0.625 10 1.25 2* 2%
Pseudomonas aeruginosaATCC 27853(G-) 20 1.25 40 2.5 2* 2%
Staphylococcus aureus ATCC 25932(G+) 5.0 0.3125 10 0.625 2* 2%
Bacillus subtilisATCC 21332 (G+) 10 0.625 20 1.25 2* 2%
Salmonella spp.ATCC 14028(G-) 5.0 1.25 10 2.5 2* 2%

CMI: Concentration minimale inhibitrice, CMB: Concentration minimale bactéricide
*Activité bactéricide, G+ :Gram positive, G-:Gram négatives
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Figure 47:L'activité antimicrobienne des nanoparticules ZnO NPs pour des différentes bactéries.
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Figure 48: L'activité antimicrobienne des nanoparticules ZnO dopées Mg-Ag NPs pour des

différentes bactéries.
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5. Activite in vivo des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées par magnésium
et I'argent (ZnO NPs, ZnO dopé Mg-Ag NPs)
5.1. Etude de toxicité subaigué
D'apres les résultats de I'étude de toxicité subaigué des nanoparticules ZnO (Tableaul6),
ZnO dopées Mg-Ag (Tableaul7), les paramétres physiologiques suivi étaient normaux tout au
long de la période expérimentale. Aucune changement significative de comportement ou
d'activité physique n'a été observé, et aucun mortaliré n'a été signalé dans les groupes testes

pendant le période de suivi de 24 heures, 72 heures, et jusqu'a deux semaines.

Tableau 16: Test de toxicité subaigué des nanoparticules ZnO NPs biosynthétisées par extrait
aqueux des noyaux des dattes chez les rats de wistar.

Les signes de toxicité

Lésions
ou
ulcerescu
tanés

Tremblements
Mouvement  Salivation  Diarrhée musculaires
visibles

Anomalie

oculaires Mortalite

Temps Groupes

Gl
G2
3 heure G3 Normale Normale Normale Normale Normale Normale 0
G4
G5

Gl
G2
24 heure G3 Normale Normale Normale Normale Normale Normale 0
G4
G5

Gl
G2
72 heure G3 Normale Normale Normale Normale Normale Normale 0
G4
G5

Gl
G2
14 jour G3 Normale Normale Normale Normale Normale Normale 0
G4
G5

G1 :groupe 1 (groupe témoin): les rats traités avec une dose de Omg/kg/jour ZnO NPs; G2: groupes 2: les rats traités
avec une dose de 5mg/kg/jour ZnO NPs; G3:groupes 3: les rats traités avec une dose de 10mg/kg/jour ZnO NPs; G4:
groupes 4: les rats traités avec une dose de 15mg/kg/jour ZnO NPs; G5:groupes: 5 les rats traités avec une dose de
20mg/kg/jour ZnO NPs;
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Tableau 17:Test de toxicité subaigué des nanoparticules ZnO dopées Mg-Ag NPs
biosynthétisées par extrait aqueux des noyaux des dattes chez les rats de wister.

Les signes de toxicité

Anomalie Tremblements  Lésions ou
Temps Groupes oculaires Mouvement  Salivation  Diarrhée musculaires ulcérescuta  Mortalite
visibles nés

Gl
G6
3 heure G7 Normale Normale Normale Normale Normale Normale 0
G8
G9

Gl
G6
24 heure G7 Normale Normale Normale Normale Normale Normale 0
G8
G9

Gl
G6
72 heure G7 Normale Normale Normale Normale Normale Normale 0
G8
G9

Gl
G6
14 jour G7 Normale Normale Normale Normale Normale Normale 0
G8
G9

G1 :groupe 1 (groupe témoin): les rats traités avec une dose de Omg/kg/jour ZnONPs; G6: groupes 6: les rats traités
avec une dose de 5mg/kg/jour ZnOdopé Mg-AgNPs; G7:groupes 7: les rats traités avec une dose de 10mg/kg/jour
ZnOdopé Mg-AgNPs; G8: groupes 8: les rats traités avec une dose de 15mg/kg/jour ZnOdopé Mg-AgNPs;
G9:groupes 9: les rats traités avec une dose de 20mg/kg/jour ZnOdopé Mg-AgNPs.
5.2.Suivi du poidse corporelle des rats

Les changements des poids des rats chaque semainemontrent des tendances distinctes
(Figure 49). Le groupe sain présente une augmentation réguliere, passant de 156+ 1.83g a 208 +
2.81g. En revanche, le groupe diabétique subit une diminution remarquée, de 195+ 2.91 g a 129 £
1.11g. Les traitements semblent avoir des effets différents: le groupe traité a la Metformine
(5mg/kg/jour) voit son poids augmenter de 170+ 2.97g a 200+ 3.67g, tandis que le groupe traité
au ZnONPsavec une dose de 5mg/kgmaintient un poids relativement stable, allant de 180 + 3.71g
a 194.2+ 2.00g. Enfin, le groupe diabétique traité par ZnO dopé Mg-Ag NPs (5mg/kg/j) montre
une reprise de poids aprés une chute initiale, passant de 140 + 2.33g a 160+ 3.88g. Ces résultats
soulignent l'effet stabilisateur des traitements, en particulier au Metformine, ZnO NPs et ZnO

dopé Mg-Ag NPs par rapport aux pertes observées dans le groupe non traité (diabétique).
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Figure 49: L'effet des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs biosynthétisees par

extrait aqueux des noyaux des dattes sur de poids corporelles des rats pendant chaque semaine
(1%, 7 éme 14éme et 216 jours).

5.3. Suivi de taux de glucose sanguin des rats

En surveillant le niveau de glucose sanguin des rats chaque semaine; illustrés dans la Figure

50, il est clairement évident que le groupe sain a maintenu son niveau de glucose, car le niveau

était relativement stable, et reste dans l'intervalle normale (99.28 £ 1.11 a 111.6 + 2.05 mg/dL).

En revanche, le groupe diabétique présente une augmentation significative, culminant a 375.32 +

1.54 mg/dL au 14°™ jours, suivie d'une légére diminution & 350.28 + 1.09 mg/dL au21°™ jours.

Le groupe traité a la Metformine (5mg/kg/j) affiche une réduction remarquée, passant de 300.76+

1.16 aul® joura 100.8 + 0.97 mg/dL au21°™ jours. De maniére similaire, le groupe traité au ZnO

NPs avec une dose de 5mg/kg présente une diminution significative, de (300 + 2.80 a 121 *

2.78mg/dL) sur la méme période. Le groupe traité par ZnO dopé Mg-Ag NPs a 5mg/kg/j présente

également une forte diminution, allant de 315 + 1.72 au 1¥ jour & 97.00 + 1.30mg/dL au 21°™®

jours.
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Figure 50: L'effet des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs biosynthétisees par
extrait aqueux des noyaux des dattes sur le taux glucose sanguin des rats pendant chaque semaine
(1%, 7 &me 146me et 21°™ jours).

5.4. Les effets thérapeutiques des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs
5.4.1.L'analyse des parameétres biochimiques
5.4.1.1. Les taux de glycémie et I'hémoglobine-glyqué

Les taux de glycémie et d'HbAlc mesurés dans le 22 éme jour de I'experience montrent des
différences significatives entre les groupes expérimentaux; illustrés dans le Tableau (18). Le
groupe sain maintient un niveau normale, avec une taux glycémie de 98.42 + 0.31 mg/dL et un
HbAlc de 4.31 £ 0.08 %. En revanche, le groupe diabétique (non traité) présente une taux trés
élevé, atteignant une glycémie de 262 + 2.20mg/dL et un HbAlc de 10.1 + 0.65%, reflétant une
hyperglycémie . Les groupes traités montrent une amélioration significative par rapport le groupe
diabetique, le groupe traité par Metformine avec une dose de 5mg/kg/j réduit sa glycémie a (136
+ 1.53 mg/dL) de maniéretrés hautement significative (P <0.001) et un HbAlc de 6.45 £+ 0.31%

diminue de maniéretrés fortement significative (P<0.001), et le groupe traité par ZnO NPs
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(5mg/kg/j) a baisse la glycémie (110 + 1.58mg/dL) avec une amélioration trés hautement
significative (P<0.001) et I'HbAlc de 8.11 % 0.67% diminue de maniéretrés significative
(P<0.01), tandis que le groupe traité par ZnO dopé Mg-Ag NPs avec une dose de 5mg/kg/j donne
un taux de glycemie la plus bas de 103+1.50 mg/dL, se rapproche d'une valeur normales. De
méme effet pour I'HbALc de 6 + 0.21% sont significativement réduit (P<0.001).Ces observations

mettent en évidence I'impact positif des traitements sur ces parametres dans le cadre du diabeéte.

Tableau 18: L'effet des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs biosynthétisées par
extrait aqueux des noyaux des dattes sur le taux de la glycémie et I'Hémoglobine-glyqué (HbAlc)
sanguin chez les rats de wistar diabétique.

Le groupe Le groupe Le groupe
Le groupe Le groupe diabétiques diabétiques diabétiques
Parmeters normale diabétiques traité par traité par traité par
(Sain) (non traité) Metformine ZnO NPs ZnO dopé Mg-Ag
(5mg/kg) (5mg/kg) (5mg/kg)
Glycémi
YEOIMI® 98424031 262 +2.20° 136 + 1,53 110 + 1,58 103 + 1,50\
(mg/dL)
HbAlc (%) 4.31+0.08™ 10.1 +£0.65° 6.45 +0.317"NS 8.11+0.67™ 6 +£0.217"NS

%p<0.05 significative, *;p<0.01: trés significative, et®;p<0.001: trés hautement significative par rapport groupe sain.
*:p<0.05 significative™;p<0.01: trés significative,”";p<0.001: trés hautement significative par rapport grp diabétique.
NS:p>0.05 non significative
5.4.2. L'analyse des parametres lipidiques

Les resultats montrent des variations significatives dans les paramétres lipidiques sériques
entre les groupes expérimentaux; illustrés dans la (Figure 51). Les rats sains présentent des
valeurs normales pour le cholestérol 130 £ 1.58 mg/dL, les triglycérides 120 + 3.81 mg/dL, le
HDL 53 £ 2.50 mg/dL et le LDL 75 £ 0.58 mg/dL. En revanche, le groupe diabétique montre des
augmentations trés hautement significative du cholestérol (284 + 1.01 mg/dL, P <0.001), des
triglycérides (247 + 1.30 mg/dL, P<0.001) et du LDL(120 £ 2.44 mg/dL, P <0.001), ainsi qu'une
réduction trés significative du HDL (30 £ 2.03 mg/dL, P <0.01), indiquant un déséquilibre
lipidique chez ce groupepar rapport le groupe sains. Parmi les groupes traités, le groupe traités
avec une dose de 5mg/kg/j de Metformine affiche des améliorations trés hautement significatives
par rapport le groupe diabétique, avec un cholestérol a (165 + 1.58 mg/dL, P<0.001), des
triglycérides a (129.3 + 1.49 mg/dL, P <0.001), un LDL a (77 = 2.80 mg/dL, P<0.001), ainsi
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qu'une augmentations tres significative du HDL a (58 + 3.84 mg/dL, P <0.01). Le groupe ZnO

NPs (5mg/kg/j) réduit également ces parametres de maniéretrés significative, notamment avec un
cholestérol & (205 £ 1.58 mg/dL, P <0.01), des triglycérides a (162 + 2.02 mg/dL, P <0.01), un
LDL a (91 £ 1.6 mg/dL, P <0.001), ainsi qu'une augmentations trés hautement significative du
HDL (70.2 £ 2.06 mg/dL, P <0.01). Le groupe ZnO dopé Mg-Ag NPs (5mg/kg/j) se rapproche
des valeurs normales, avec une dimunition trés hautement significative par rapport le diabétiques
au niveau le cholestérol (P <0.001), des triglycérides (P <0.001), et LDL (P <0.001), ainsi qu'une
augmentations tres significative du HDL (P <0.01).
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a:p<0, 05 significative, P ;p<0,01: trés significative, ¢ p<0, 001: trés hautement significative par rapport groupe sain.

*:p<0, 05 significative™;p<0,01: trés significative™;p<0, 001:trés hautement significative par rapport grp diabétique.

NS: x>0, 05 non significative.

Figure 51: L'effet des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs biosynthétisées par

extrait aqueux des noyaux des dattes sur les parametres lipidiques sériques ; cholestérol (CH),

triglycérides (TG), Lipoprotéine de haute densité (HDL), Lipoprotéine de basse densité (LDL),

chez les rats de wistar diabétique.
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5.4.3.L'analyse des parametres rénaux

Les résultats dans le Tableau 19 montrent des variations significatives des paramétres rénaux
entre les groupes. Chez les rats sains, les taux d'urée, de créatinine, et d'acide urique sont 23.36 *
2.5 mg/dL, 0.65 + 0.09 mg/dL, et 3.2 £ 0.92 mg/dL respectivement, tandis que le diabéte entraine
une élévation tres hautement significative (P<0.001) au niveaux les taux d'urée, de créatinine, et
d'acide urique 54+3.64 mg/dL, 2.07£0.84 mg/dL, et 7.95 + 1.92 mg/dLrespectivement. Les
traitements réduisent ces niveaux, la Metformine et le ZnO NPs etle ZnO dopé Mg- Ag NPs a
(5mg/kg/j) réduisent ses valeurs avec une amélioration trés hautement significatives par rapport
le groupe diabétique, a ( 30 + 2.7 mg/dL, P<0.001) et (30 + 1.3 mg/dL, P <0.001), de maniéretrés
significative (44.07 + 1.22mg/dL, P <0.01) pour l'urée, montre aussi une dimunition trés
hautement significative a (0.74 + 0.01mg/dL, P <0.001), (0.94 + 0.08mg/dL, P <0.001) et (0.70 +
0.05 mg/dL, P <0.001) pour la créatinine. L'acide urique est également réduit efficacement a
(P<0.01) pour Metformine et ZnO dopé Mg-Ag NPs, (P <0.05) pour ZnO NPs .

Tableau 19: L'effet des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs biosynthétisees par
extrait aqueux des noyaux des dattes sur les parametres rénaux sériques (Urée, Créatinine, Acide

urique) chez les rats de wistar diabétique.

Le groupe Le groupe Le groupe

Parameteresr Le groupe Le groupe diabétiques diabétiques diabétiques
énaux normale diabétiques traité par traité par traité par ZnO

(mg/dL) (Sain) (non traite) Metformine ZnONPs dopé MgAg

(5ma/kg) (5mag/kg) (5mg/kg)

Urée 23.36x2.5™ 54+3.64° 30£2.77NS 44,07+1.22"° 30£1.37°NS
Creatinine 0.65+0.09"" 2.07+0.84° 0.74+0.017"NS 0.94+0.08™" NS 0.70+0.05"™NS
Acideurique 3.2+0.92™ 7.95+1.92° 3.82+2,03"NS 5.22+1.31™ 3.88 £1.45™NS

a.p<0,05 significative, ?;p<0,01: trés significative, ; p<0, 001: trés hautement significative par rapport groupe sain.
*:p<0,05 significative *;p<0,01: trés significative™;p<0, 001:trés hautement significative par rapport grp diabétique.
NS:p>0, 05 non significative.
5.4.4. L'analyse des paramétres hépatiques

Les résultats montrent que le groupe diabétique présente des niveaux d'enzymes hépatiques
(AST, ALT, PAL, GGT) plus élevés que le groupe sain (Figure 52). En effet, les valeurs pour
AST, ALT et PAL , GGT sont respectivement de 64.13 + 1.01U/L, 59.13 + 1.59U/L et 110.09

1.40U/L, 54.2 £ 1.88 U/L chez les rats diabétique, par contre 2.451 + 2.69U/L, 31.35 + 1.07U/L
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et 50.05 + 2.05U/L, 13.5 £ 1.35U/L chez les rats sains. Les traitements par Metformine, ZnO NPs
et ZnO dopé Mg-Ag NPs avec une dose de 5 mg/kg/j ont réduit de maniére significative le nivaux
des paramétres hépatiqgues comme le groupe & Metformine a montré une amélioration trés
hautement significative (P <0.001) avec des valeurs de 29.14 + 1.31U/L pour AST, 35.00 *
3.16U/L pour ALT, 55.16 + 2.65U/L pour PAL, 15.60 + .280U/L pour GGT, et de meme maniere
montré une diminution tres hautement significative (P <0.001) pour le groupe traité par ZnO
dopé Mg-Ag NPs avec des valeurs AST: 24 + 2.91 U/L, ALT: 29.94 + 1.83 U/L, PAL:52.40 +
2.30 U/L, GGT: 14.82+ 3.95 U/L, alor que le traitement ZnO NPs a montré une amélioration
avec des signification différetes AST: 39.2 + 1.71 U/L(P<0.01), ALT: 43.14 + 1.33 U/L
(P<0.05), montre aussi une dimunition trés hautement significative (P <0.001) a PAL: 63.20 £
2.31 U/L, GGT: 21.02 £ 2.44U/L par rapprt le groupe diabétique. (Figure 52).
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a:p<0, 05 significative, P ;p<0,01: trés significative, ¢, p<0,001: trés hautement significative par rapport groupe sain.
*:p<0, 05 significative™;p<0,01: trés significative™;p<0, 001:trés hautement significative par rapport grp diabétique.
NS:p>0, 05 non significative.
Figure 52: L'effet des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs biosynthétisées par
extrait aqueux des noyaux des dattes sur les parametres hépatiques sanguines (AST, ALT, PAL,

GGT) chez les rats de wistar diabetigue.
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5.4.5. L'analyse de alfa amylase et de I'insuline

Les résultats des enzymes liées au diabete présentées dans le Tableau (20) montrent que
I'a-amylase est diminue de maniéretrés fortement notable (P <0.001) chez les rats diabétiques (22
+ 1.06 UI/L) par rapport le groupe témoins, tandis que les traitements, notamment avec la
Metformine et le ZnO dopé Mg-Ag NPs (5mg/kg/j) permettent une amélioration au niveau de
alpha amylase tres hautement significative (P<0.001) (56 + 1.33 UI/L, 54 + 1.05 UI/L)
respectivement, le ZnO NPs ( 35 £ 1.01 UI/L, P <0.01). De méme effet pour le taux d'insuline
chez les rats diabétiques sont significativement réduits (P <0.001) (25.60 + 1.12 UI/L) par rapport
le groupe témoins, alor que on a une augmentation chez tous les groupes traités par rapport le
groupe de diabéte, de maniere tres hautement significative (P<0.001) pour le Metformine et le
ZnO dopé Mg Ag NPs, par contre, le groupe ZnO NPs diminue de fagon hautement significative
(P<0.05). Ces observations mettent en évidence I'impact positif des traitements sur ces

paramétres dans le cadre du diabete.

Tableau 20: L'effet des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs biosynthétisees par
extrait aqueux des noyaux des dattes sur le taux de alfa amylase et de I'insuline sanguin chez les

rats de wistar diabétique.

Le groupe Le groupe Le groupe
Le groupe Le groupe diabétiques diabétiques diabétiques
Parametres normale diabétiques traité par traitépar traité par
(Sain) (non traité) Metformine ZnONPs Zn0O dopé MgAg
(5 mg/kg) (5 mg/kg) (5 mg/kg)
o-amylase 60 + 1.0 22 +1.06° 56 + 1.337NS 35+ 101" 54 +1.057NS
(UI/L)
Insuline - . orNG x NG
50.23+1.24 25.60+1.12 45,98 £1.20 30.07+1.64 40.21 £1.32
(Ul/mL)

%p<0, 05 significative, ?;p<0,01: tres significative, ¢ p<0,001: trés hautement significative par rapport groupe sain.
*:p<0, 05 significative ™;p<0,01: trés significative™;p<0,001:trés hautement significative par rapport grp diabétique.
NS:p>0, 05 non significative.
5.4.6. L'analyse des paramétres hématologiques

Les résultats des parametres hématologiques montrent une variation significative entre les
groupes expérimentaux; illustrés dans le Tableau (21). Chez les rats sains, I'hémoglobine est
15.05+ 2.84 g/dL, tandis que I'némoglobine diminue de maniéretrés significative (P <0.01) dans

le groupe diabétique a 12.43 + 2.73 g/dL, Par contre, les traitements de Metformine avec une
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dose de 5 mg/kg/j a 15.34 +3.42 g/dL et le ZnO dopé Mg-Ag NPs (5mg/kg/j) a 15.23 £+ 2.76
g/dL, permettent unebonne augmentationde taux d'’hémoglobine de maniére trés significative
(P<0.01), et pour le ZnO NPs, il y a une augmentation modérée de taux d'’hémoglobine de
maniére significative (P<0.05). Le effet pour les plaquettes, ses valeurs montrent une diminution
trées hautement significative (P <0.001) chez tous les groupes traités en comparison au groupe
diabétique. Alor que concernant les globules blancs (WBC), une augmentation est observée chez
les rats diabétiques de 11.33 + 2.66x10%ul, tandis que les traitements diminue maniére trés
hautement significative (P <0.001) chez tous les groupes par rapport le groupe diabétique, et
aucun variation significative observée chez les groupe traités au niveaux le taux de globules
rouges (RBC).

Tableau 21: L'effet des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs biosynthétisées par
extrait aqueux des noyaux des dattes sur les parametres hématologiques (Hémoglobine,

Plaquettes, Globules blancs, et Globules rouges) chez les rats de wistar diabetigque.

Le groupe Le groupe Le groupe
Parametres Le groupe Le groupe diabétiques diabétiques diabétiques
hématolodicues normale diabétiques traité par traitépar traité par ZnO
919 (Sain) (non traite) Metformine ZnONPs dopé Mg-Ag
(5mg/kg) (5 mg/kg) (5mg/kg)
Hegj’gl'_o)b'” 15.05 + 2.84 ** 12434273  1534+342°NS  134+341"®  1523+2.76"NS
Platelets (PLT) 555034308  3512+273¢  215.75216™%  213+296™" 240 + 2.91"NS
(x103/ul)
globules blancs N . c . NS . NS . NS
WBC (x10%/ul) 8.290 + 1.295 11.33+ 2.660 7.11+1.541 7.80+2.113 7.58+1.182
globules rouges 8.50 + 1.72Ns 7.7+2.21N8 810+ 1.42NSNS 8054+ 156NSNS g 134235 NSNS

RBC (x10)3/ul)

a:p<0, 05 significative, P ;p<0, 01: trés significative, ¢ p<0, 001: trés hautement significative par rapport groupe sain.
*:p<0, 05 significative™;p<0, 01: trés significative™;p<0,001:trés hautement significative par rapport grp diabétique.
NS:p>0, 05 non significative.

5.4.7. Les coupes histologiques
5.4.7.1.Pancréas

Les coupes histologiques du pancréas montrent des différences marquées entre les groupes
étudiés. Dans le groupe témoin, les Tlots de langerhans apparaissent en nombre, taille et forme
normaux, reflétant une structure fonctionnelle intacte. De plus, les acini pancréatiques exocrines

présentent une structure normale.
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Chez les rats diabétiques induits par I'alloxane, montrant les Tlots de Langerhans apparaissent
atrophiés et réduits de nombre et de taille, en raison de la destruction des quelques flots par
l'alloxane, et la vacuolisation indiquer la mort des cellules béta. De plus, le tissu exocrine
présentent des modifications de la forme cellulaire, ou des signes d'inflammation.

Par ailleurs le traitement des rats diabétiques avec de la Metformine (5 mg/kg) que les flots
de Langerhans montrent un nombre et une taille proches de ceux observés dans un pancréas de
rat normal. De plus, le tissu exocrine présentent des modifications de la forme cellulaire, avec
infiltrat infimmatoire leucocytaire. Le traitement avec des nanoparticules (ZnO NPs) (5 mg/kg)
conduit a une restauration modérée des flots de Langerhans avec infiltrat inflmmatoire
leucocytaire léger et récupération modérée du pancréas exocrine. Enfin, les rats traités avec des
nanoparticules ZnO dopées Mg-Ag (5 mg/kg) révélant une taille et une nombre agrandies des
flots de Langerhans (restauration presque compléte) avec une prolifération des cellules des Tlots.
De plus, les acini pancréatiques exocrines présentent une structure normale (Figure 53).

A: groupe témoin, B: groupe diabétiques, C: groupetraité par Metformine, D: groupetraité par ZnO NP, E: groupe
traité par ZnO dopé Mg-Ag NPs. IL: ilot de Langerhans, IF : Inflamation

Figure 53: L'effet des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs biosynthétisées par
extrait aqueux des noyaux des dattes sur le pancréas chez les rats de wistar diabétique.Gr x40.
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5.4.7.2.Foie

Les coupes histologiques du foie des rats témoin montre une architecture des hépatocytes
normaux avec des noyaux ronds, un nucléole proéminent et un cytoplasme lisse (hépatocytes
organisés en cordons hépatiques), avec la triade portale (TP) et la veine centrale (VC) taille et
forme sont normales. De plus, quelques cellules de Kupffer (k).

Chez les rats diabétiques, les coupes montrent une distorsion compléte de I'architecture
hépatique présente une importante dilatation et une congestion de la veine centrale entourée
d'hépatocytes avec des noyaux apoptotiques, une vacuolisation cytoplasmique, ainsi qu'une
infiltration de cellules lymphocytaires (CL) dans la zone de la veine centrale.

Les rats diabétiques traités au Métformine (5 mg/kg), les coupes montrant une bonne
restauration de l'architecture hépatocytaire comparable a celle du normal, la veine centrale
normale (non dilatée) mais avec une discréte congestion, la triade portale montre une taille et une
forme normale, quelques cellules de Kupffer (k).

Chez les rats diabétiques traités avec des nanoparticules ZnO (5 mg/kg), montrant une
restauration partielle de l'architecture hépatique, la veine centrale est en une légére dilatation et
une congestion modérée et la triade portale est normale.

En revanche, la meilleur effet thérapeutique a été observé dans le groupe (5), la Coupe
histologiques de foie des rats traités avec des ZnO dopé Mg-Ag NPs (5mg/kg) montrant une
meilleure restauration de l'architecture hépatique, la veine centrale est non dilatée et la triade

portale est intacte et normale (Figure 54 ).
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AL.A2: groupe témoin; B: groupe diabétiques, C1.C2: groupetraité par Metformine, D: groupetraité par ZnO, E1.E2:
groupe traité par ZnOdopé Mg-Ag NPs,
VC:Veine centrale, CN:Cellulesnormale, TP: Triade portale, K:cellules de Kupffer, CO: Congestion,
IF:Inflamation.
Figure 54: L'effet des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs biosynthétisées par
extrait aqueux des noyaux des dattes sur le foie chez les rats de wistar diabétique. Gr x40
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DISCUSSION

La principale source des composés bioactives aux bienfaits thérapeutiques potentiels est
constituée de plantes. De nombreuses recherches ont révélé la composition bioactives intrigante
des plantes, qui comprend des polyphénols, des flavonoides et des tanins, tous connus pour avoir
des effets positifs sur la santé (Mogana et al., 2019). Par ailleurs, la nature a fourni des
informations et une étape importante dans les composés bioactives a été incorporée dans la
synthése de nanoparticules. Derniérement, les nanoparticules biodégradables sont de plus en plus
utilisées comme vehicules d'administration de traitement en raison de leur excellente
biodisponibilité, et de leur efficacité ciblée des médicaments, au lieu de médicaments naturels qui
donnent un espoir limité de rétablir la santé en raison de leur action non ciblée, de leur absorption
lente et, dans certains cas, de leur faible efficacité et de leur temps de récupération prolongés
(Singh et al., 2018). Aujourd'hui, les chercheurs, par leurs travaux approfondis, s'efforcent de
proposer une nouvelle approche respectueuse de l'environnement. Nos travaux apportent de
nouvelles connaissances sur la plante Phoenix dactylifera L. en particulier les noyaux des dattes
de la variété Ghars et sa contribution a la synthése de nanoparticules et déterminent leurs
activités biologiques dans des études in vitro et in vivo.

Le rendement d'extraction obtenu de 10 = 0.5% a partir des noyaux des dattes de la variété
Ghars reflete une efficacité modérée. Ce resultat est comparable a des études utilisant des
méthodes similaires, telles que I'extraction avec des solvants comme le méthanol, qui rapportent
des rendements entre 9 et 12% selon les cultivars (Ferdosh et al., 2023). Cependant, des
techniques modernes comme I'extraction assistée par ultrasons ou supercritique CO, atteignent
des rendements supérieurs (jusqu'a 20%), augmentant également la teneur en composés bioactifs
(Ghafoor et al., 2022). Cela souligne la nécessité d'optimiser les parametres d'extraction pour

améliorer I'efficacité tout en maintenant une approche écologique.

Analyse des extraits aqueux des noyaux des dattes des palmiers dattier(Phoenix dactylifera L.)
Les résultats des tests phytochimiques des extraits aqueux des noyaux des dattes de la
variété Gharsa révélé une richesse en métabolites secondaires, notamment en polyphénols et
flavonoides, connus pour leurs propriétés antioxydantes et bioactives (Scalbert et al., 2005). La
présence de tanins, d'alcaloides et de stérols confirme le potentiel biologique des extraits, tandis
que l'absence de saponosides et d'anthocyanines limite certaines activités spécifiques. Ces

résultats sont en accord avec des études antérieures soulignant la richesse en polyphénols des
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noyaux des dattes et leur potentiel thérapeutique (Habib & lbrahim, 2011). Les propriétés
bioactives de ces substances comprennent des effets hépatoprotecteurs (Ghania A, et Djahra, A
B, 2023), antioxydants, anti-inflammatoires, antibactériens (Ali-Rachedi et al., 2018). Par
conséquent, ces métabolites secondaires soutiennent [I'utilisation efficace des plantes dans
I'industrie pharmaceutique (Negro et al., 2019).

L'analyse quantitative a montré I'extraits aqueux des noyaux des dattes de la variété Ghars
possede des teneur élevés de phénol total (85.8 + 0.03 mg GAEQ/g EX) ainsi qu'une concentration
modérée en flavonoides et tanins (59.9 + 0.04 mg QEq/g Ex et 22.95 + 0.03 mg E.Cat/g EX,
respectivement). Selon cette étude, la teneur élevée en phénols de cette plante contribue a sa
capacité antioxydante accrue; ces métabolites secondaires sont généralement liés aux composants
antioxydants et sont responsables d'une variété d'effets pharmacologiques (Saklani et al., 2011).
Ce résultat probablement s'expliquer a servi d'agent réducteur et stabilisant dans le processus de
synthese biogénique, jouant un réle crucial dans la formation des nanoparticules(Zhao Y et al.,
2015). Ces valeurs sont cohérentes avec d'autres recherches démontrant le réle majeur des
polyphénols dans la lutte contre le stress oxydatif et I'inflammation (Al-Farsi et al., 2005).

L'analyse quantitative et qualitative du composés phénolique de I'extrait aqueux des noyaux
des dattes (variété Ghars), révele une gamme diversifiee de composés bioactifs, avec 10
composes phénoliques, mettant en évidence son vaste potentiel thérapeutique. Dans cette étude,
plusieurs de ces composés ont été quantifies, parmi les quelles la salicine se distingue comme le
composé phénolique le plus abondant, contribuant de maniere significative aux propriétés
thérapeutiques de l'extrait en raison de ses effets anti-inflammatoires et analgéesiques, ainsi que de
sa capacité a améliorer la sensibilité a l'insuline et a réduire les cytokines inflammatoires
associées au diabéte (Abu-Reidah et al., 2017; Elsanhoty et al., 2012). Le pyrocatéchol et
I'esculine sont également présents a des concentrations notables, soulignant leurs réles possibles
dans I'amélioration des activités antioxydantes, hépatoprotectrices et régulatrices du métabolisme
du glucose (Akella& Malla, 2020; Li et al., 2022). Des niveaux modérés d'acide ascorbique et de
pyrogallol soulignent le potentiel de I'extrait pour piéger les radicaux libres, ce qui est essentiel
pour atténuer le stress oxydatif, un facteur clé dans la progression du diabéte (Asdaq et al., 2024;
Yasin et al., 2015). De plus, la présence d'acide chlorogéniqueet d'acide caféique met en évidence
la capacité de I'extrait a inhiber la peroxydation lipidique, a réduire les niveaux de glucose a jeun
et a retarder l'absorption intestinale du glucose, soutenant ainsi la santé cardiovasculaire et
glycémique (EI-Gendy et al., 2024), l'acide caféique est I'acide phénolique prédominant et
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largement disponible, et qu'il présente une capacité antioxydante et chélatrice du fer (Ghosh et
al., 2020) et aussi l'acide caféique réduit la réponse immunitaire et inflammatoire aigué (Gao et
al., 2018). D'autres composés, tels que la catéchine et la caféine, contribuent aux propriétes
antioxydantes, neuroprotectrices et sensibilisantes a l'insuline de I'extrait (Shikha et al., 2024).
Fait intéressant, plusieurs phénoliques, notamment la rutine, la vanilline, I'acide salicylique et la
quercétine, n'ont pas été détectés, suggérant que les méthodes d'extraction ou les facteurs
environnementaux pourraient influencer leur absence. La composition phénoliqgue complete
observée souligne la bioactivitémultifacette de I'extrait de Phoenix dactylifera L., suggérant son
utilité dans les aliments fonctionnels et les applications thérapeutiques ciblant les troubles
métaboliques et liés au stress oxydatif, y compris le diabéte.

Caractérisations des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées parmagnésium et
I'argent (ZnO NPs, ZnO dopé Mg-AgNPs)

La présente étude porte sur la synthese verte de nanoparticules de ZnO et de ZnO dopees
Mg-Ag par conversion de biomasse des noyaux des dattes (variété Ghars). Le processus de
synthese a été optimisé pour obtenir des nanoparticules de haute qualité avec les propriéetes
souhaitées. L'extrait aqueux des noyaux des dattes de palmier dattier a servi d'agent réducteur et
stabilisant dans le processus de synthése biogénique, jouant un réle crucial dans la formation des
nanoparticules. Cette approche s'inscrit dans la tendance croissante d'utilisation de ressources de
biomasse renouvelables pour la production durable de nanomatériaux (Zhao Y et al., 2015;
Haruna A et Yahaya S M, 2021). L'optimisation des parametres de synthése, tels que la
température, le temps et le pH de réaction, était essentielle pour obtenir des nanoparticules aux
caractéristiques ciblées (Gherbi B et al., 2022). La formation réussie de nanoparticules de ZnO
pures et I'incorporation efficace de dopants Mg et Ag dans le réseau de ZnO ont été confirmées
par des techniques de caractérisation complétes, notamment la DRX, la FTIR, la SEM-EDAX et
la spectroscopie UV-Vis (MohdYusof H et al., 2019).

Le spectres UV-Vis montrent un déplacement notable du pic d'absorption (373.2 nm) vers
une longueur d'onde plus élevé (395.6 nm) aprés le dopage, Ce déplacement traduit une
modification de la structure électronique et des transitions énergétiques au sein des
nanoparticules de ZnO, induites par les dopants Mg et Ag. L'augmentation de I'énergie associée a
ces dopants suggere des excitations électroniques accrues ou des altérations dans la structure de

bande de ce nanomatériau (Ufitikirezi J D et al., 2024). Cela peut étre attribué a I'interaction entre
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les dopants et le réseau hdte de ZnO, influencant les caractéristiques électroniques et optiques du
matériau. Ces résultats corroborent les travaux antérieurs signalant des changements similaires
apres le dopage des ZnO NPs avec des éléments de transition, qui modifient la densité des états
électroniques et augmentent la taille des particules (Althobaiti et al., 2022).

Le spectre FTIR des nanoparticules de ZnO et ZnO dopées Mg-Ag présente des pics
d'absorption caractéristiques a 474.6 cm-tet 482.2 cm-1, correspondant aux vibrations d'étirement
ZnO. Ces observations concordent avec les études antérieures sur les nanoparticules de ZnO
(Khan S A et al., 2018) et la bande autour de 435.91 cm-t est légerement modifiée, ce qui peut
étre lié a des changements dans la structure cristalline ou aux interactions entre ZnO, Mg-O et
Ag-O. Des pics d'absorption & 871.8 cm-1 et 1049.3 cm-t ont été attribués respectivement aux
vibrations de flexion C-C et aux vibrations d'étirement C-O, ce qui suggére la présence de
composés organiques, probablement issus de I'extrait de plante utilisé lors de la biosynthese
(Alamdari S et al.,2020; Albarakaty F Met al., 2023).Le pic & 1411.9 cm-t est associé aux
vibrations de flexion C-H, egalement dues a des molécules organiques presentes dans I'extrait de
plante, comme indiqué dans des travaux similaires (Balogun S W et al., 2020). De plus, un pic a
1608.6 cm-t correspond aux vibrations d'étirement C=C, caractéristiques des matériaux
organiques (Abdelbaky A S et al., 2023). Le pics a 2850.79 cm-1 sont attribués aux vibrations
d'étirement C-H, typiques des hydrocarbures aliphatiques, souvent détectés dans les extraits de
plantes (Abdelbaky A S et al., 2023). Enfin, un large pic a 3444.87 cm-t a été attribué aux
vibrations d'étirement O-H, pouvant provenir de l'eau ou de groupes hydroxyles présents a la
surface des ZnO NPs. Ce signal pourrait également inclure des contributions des groupes

phénoliques contenus dans I'extrait de plante utilisé pour la synthese (Amin Z S et al., 2023).

L'analyse DRX des nanoparticules ZnO synthétisées correspondait parfaitement aux
références de la carte ICCD #48-1548, montrant des pics caractéristiques du ZnO. Ces résultats
confirment la structure hexagonale wurtzite du ZnO, en accord avec les données
cristallographiques précédentes (Wijesinghe U et al., 2021). Pour les ZnO NPs dopées par Mg et
Ag, le spectre XRD a montré des changements notables. Des pics supplémentaires correspondant
aux atomes de Mg ont été détectés, par ailleurs, de nouveaux pics ont été observés correspondant
aux atomes de Ag. Ces observations confirment l'intégration réussie de Mg et Ag dans la
structure des nanoparticules de ZnO (MohdYusof H et al.,2019). L'augmentation significative de

la taille des cristallites (22.0 + 0.1 nm) aprés dopage est attribuée a I'intégration des ions Mg et
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Ag dans le réseau cristallin de ZnO. Ce phénoméne peut étre lié & une réduction des défauts
cristallins ou & une meilleure organisation des grains cristallins, résultant en une amélioration des
propriétés optiques et électroniques du matériau Mg et Ag (Awwad A M et al., 2013). Ces
observations sont cohérentes avec les travaux de Kumar et al., qui ont montré que le dopage
entraine une expansion du réseau cristallin en raison des différences de taille ionique (Kumar et
al., 2018).

Les images de SEM montre des nanoparticules de ZnO et de ZnO dopées Mg-Ag de
morphologie Sub-sphérique avec une augmentation de la taille moyenne, atteignant (48.82 nm,
58.50 nm respectivement) avec l'agrandissement 2um. Ces observations mettent une
augmentation de la taille des particules accompagnée d'une agglomérations accrue d'oxyde de
zinc, ce qui s'expliquer par l'agrégation de particules liée a l'auto-assemblage des nanoparticules
de ZnO, et aussi a cause des interactions chimiques et des changements dans la dynamique de la
nucléation et de la croissance favorisée par les dopants Mg et Ag. Ces modifications peuvent
également influencer les propriétés optiques et structurales des nanoparticules biosyntshétisées
(Saleem et al., 2022; Singh et al., 2022; Kazemi et al., 2020).

Les resultats de l'analyse EDAX pour les ZnO NPs montrent que ces nanoparticules sont
composees principalement de zinc et d'oxygene, avec une faible présence de calcium. Ces
résultats confirment la pureté chimique des ZnO NPs, en accord avec les études antérieures
rapportant que les nanoparticules de ZnO synthétisées par des méthodes classiques présentent une
composition similaire, caractérisée par une structure cristalline homogene et une faible
contamination (Singh et al., 2021). La faible quantité de calcium détectée peut étre attribuée a
plusieurs facteurs. Tout d'abord, le processus de conversion de la biomasse utilisant les noyaux de
dattes de Phoenix dactylifera L. pourrait introduire des traces de calcium. En effet, les noyaux de
dattes sont connues pour contenir divers minéraux (saleh et al., 2023), dont le calcium, qui
peuvent ne pas étre entierement éliminés au cours du processus d'extraction, apparaissant ainsi
dans le produit final des nanoparticules de ZnO. De plus, des traces de calcium pourraient
également provenir des précurseurs chimiques, des réactifs ou méme des équipements de
laboratoire utilisés pendant la synthése (Ghafoor et al., 2024). Ce phénomene est fréquent dans la
synthese des nanoparticules, ou méme des produits chimiques de haute pureté et un matériel de
laboratoire rigoureusement nettoyé peuvent contribuer a de faibles niveaux de contamination.En

revanche, l'analyse EDAX des ZnO dopé Mg-AgNPs révele une composition modifiée due au
153



Chapitre I11: Discussion

dopage. L'oxygéne représente 26.64% en poids,il est diminue légerement, tandis que le zinc
représente 70.10% en poids il est diminue. Parallélement, les dopants, le magnésium et l'argent,
sont détectés a des concentrations respectives de 1.63% et 0.62% en poids avec une faible
présence de calcium (1.11% en poids). Ces résultats confirment l'incorporation réussie des
dopants Mg et Ag dans la matrice ZnO (Weng et al., 2023), comme en témoignent les variations
significatives de la composition élémentaire par rapport au ZnO NPs, apportant ainsi une
meilleure compréhension de la structure chimique du matériau synthétisé (Singh et al., 2021), qui
ont démontré que le dopage réduit Iégérement la proportion de zinc tout en augmentant l'activité
fonctionnelle des nanoparticules. Ces résultats mettent en évidence que le dopage optimise les
propriétés des ZnO NPs, telles que leur réactivité chimique et leurs interactions biologiques, tout
en maintenant une structure cristalline stable (Barani et al., 2023).

Les résultats expérimentaux obtenus démontrent clairement I'impact du dopage avec Mg et
Ag sur les propriétés optiques, et électroniques, structurales et morphologiques des
nanoparticules synthétisée (Madi K et al., 2024).

Activité in vitro des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées par magnésium et
I'argent (ZnO NPs, ZnO dopé Mg-AgNPs)

Les résultats des tests DPPH et FRAP révélent des activités antioxydantes faible. Le test
DPPH montré une activité faible des ZnO NPs comparée aux ZnO dopé Mg-AgNPs. Par ailleurs,
le test FRAP, les ZnO dopé Mg-AgNPs montrent une activité modérée, tandis que les ZnO NPs
sont moins efficaces. L'acide ascorbique, utilise comme référence, affiche une capacité
antioxydante supérieure.

Les resultats de test DPPH, les ZnO NPs présentent une activité antioxydante plus faible
que les ZnO dopés Mg-Ag NPs, tandis que I'acide ascorbique, utilisé comme référence, démontre
une capacité antioxydante significativement supérieure. L'acide ascorbique, reconnu pour ses
propriétés antioxydantes, sert de référence la plus élevée, présentant la plus forte activité de
piégeage des radicaux (Chang et al., 2002). Bien que les nanoparticules démontrent des
propriétés antioxydantes moins efficacesa celle de l'acide ascorbique, les nanoparticules de ZnO
dopée au Mg et Ag a une teneur en Mg et Ag peut étre attribuée a leur efficacité a transférer la
densité électronique a l'atome d'azote des radicaux DPPH (Weng et al., 2023). Cependant,
I'incorporation d'ions Mg dans les nanoparticules ZnO améliore leur capacité de piégeage des

radicaux, une teneur en Mg élevée étant corrélée l'activité antioxydante (Sonkar et al., 2024).
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Cela suggere que l'incorporation d'ions Ag dans le réseau ZnO améliore ses capacités de transfert
d'électrons et peut étre attribuée a une augmentation du nombre de sites actifs,I'amélioration
d'activité resultante des Ag est due aux agents de coiffage, qui sont trouvés (Alameen et al.,
2024). Ces résultats probablement s'expliquer par l'activité antioxydante limitéedue a la faible
pourcentage de dopage (0.5%) de l'argent et du magnésium. De plus, la faible activité
antioxydante des nanoparticules ZnO est due au phénoméne d'agglomération et de regroupement
des particules d'oxyde de zinc, ce qui réduit la surface disponible pour l'interaction avec les
radicaux libres (Latra et al., 2024) et peut étre le dopage Mg-Ag peut modifier la morphologie et
la taille des grains, influencant ainsi I'activité antioxydante (Ng et al., 2019).D'autre part, la faible
activité des nanoparticules peut varier en fonction de la valeur du pH dans le milieu réactionnel
(Primo et al., 2020).

Par ailleurs, Le test FRAP montrent que les ZnO NPs ont une activité antioxydante
légerement inférieure a celle des ZnO dopés Mg-Ag NPs. En comparaison, l'acide ascorbique.
L'acide ascorbique, reconnu pour ses propriétés antioxydantes, sert de référence la plus élevée,
présentant la plus forte activité antioxydante (Chang et al., 2002). Le pouvoir réducteur faible
observé dans les formulations des nanoparticules, Cela pourrait étre attribué a divers causes; la
saturations des nanoparticules par l'extrait pourrait entraver la libération et Il'interaction des
antioxydants avec le fer ferrique (Sadeer et al., 2020); les nanoparticules elles-mémes pourraient
interagir avec les composes antioxydants, modifiant leur structure et réduisant leur pouvoir
réducteur (Sugahara et al., 2015); la Stabilisation chimiquedes nanoparticules (Ghafoor et al.,
2024). Les nanoparticules de ZnO possédent une activité réductrice faible, mais la présence de
Mg et Ag dans la structure cristalline améliore cette capacité, cette amélioration suggére que le
dopage modifie la structure électronique (Sonkar et al., 2024), également la surface active des
nanoparticules, augmentant leur interaction avec les ions ferriques (Alameen et al., 2024). Le
pouvoir réducteur faible des nanoparticules dopée probablement s'expliquer par l'activité
antioxydante limitéedue a la faible pourcentage de dopage (0.5%) de l'argent et du magnésium.
De plus, la faible activité antioxydante des nanoparticules ZnO est due au phénomeéne
d'agglomération et de regroupement des particules d'oxyde de zinc, ce qui réduit la surface
disponible pour l'interaction avec les radicaux libres (Latra et al., 2024). D'autre part le dopage

modifier la morphologie et la taille des grains, influencant ainsi I'activité antioxydante (Ng et al.,

155



Chapitre I11: Discussion

2019), peut étre le dopage peut varier en fonction du pH, car leur réactivité chimique dépend de
la charge de surface et de I'environnement ionique (Primo et al., 2020).

L'évaluation de l'activitéantioxydante par la méthode B-caroténe/acide linoléique révéle des
différences significatives entre les échantillons. L'BHT est utilis¢ comme référence, montre une
activité inhibitrice d'oxydation maximale. En revanche, ZnO dopée Mg-Ag NPs présentaient une
activité antioxydante la plus élevée, les nanoparticules de ZnO affichent une activité inhibitrice
modérée, mais le vitamine C indiquant une activité inhibitrice trés faible et moindre par rapport
les autres échantillons. Le BHT est un antioxydant synthétique lipophile largement utilisé comme
référence dans le test B-caroténe/acide linoléique, il affiche la plus forte inhibition de l'oxydation,
car il agit efficacement contre les radicaux lipidiques en raison de sa solubilité élevée dans les
phases lipidiques (Sharma P et al., 2020) et confirme les études qui ont indiqué son efficacité
dans l'inhibition de I'oxydation des lipides (Pokorny, 2007).

Les nanoparticules de ZnO dopées Mg-Ag présentent une inhibition élevée, nettement
supérieure a celle des ZnO NPs, indiquant que l'ajout de magnésium (Mg) ou d'argent (Ag)
améliore significativement leur efficacité antioxydante (Rudayni et al., 2023). Ce effet est
attribué a une meilleure dispersion et stabilité des nanoparticules dans le systéme [-carotene
/acide linoleique, une libération accrue d'ions Zn, Ag et Mg, ainsi qu'a un effet synergique entre
Ag et Mg qui favorise leur interaction avec les radicaux libres. Par ailleurs, la présence d'argent et
de magnésium améliore la conductivité électronique et augmente l'activité de surface, renforcant
ainsi leurs propriétés antioxydantes (Khyrun et al., 2022). Ces nanoparticules sont également
capables d'inactiver les radicaux libres grace a leur capacité accrue a capturer des électrons libres
(Mukhtar et al., 2023). De plus, la diminution de leur taille et I'augmentation du taux de dopage
optimisent leur interaction avec les radicaux libres, améliorant leur efficacité dans la prévention
de l'oxydation du B-caroténe (Ayaz et al., 2022), il est évident que l'activité résultante des Ag est
due aux agents de coiffage, qui sont trouvés, puis également a I'argent élémentaire. Bien que le
mécanisme d'action a un niveau plus détaillé nécessite des preuves expérimentales plus
sophistiquées, les nanoparticules semblent avoir un avenir prometteur. Ainsi, ces nanoparticules
d'Ag pourraient étre utilisées dans le traitement de nombreuses maladies causees par le stress
oxydatif (Argun et Dao, 2018).

Les ZnO NPs montrent une activité modérée (31.25 + 0.01%) par rapport au BHT, l'effet

antioxydant est di: les antioxydants non polaires tels que les nanoparticules ZnO interagissent
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facilement avec les lipides, les rendant plus efficaces, la capacité du ZnO a générer des especes
réactives de l'oxygéne (ROS) qui activent des mécanismes antioxydants et sa surface spécifique
élevée, qui lui permet d'interagir avec les radicaux libres (Ali, S et al., 2021). De plus, les
nanoparticules sont facilement disponibles pour agir dans les systemes apolaires, car elles
peuvent facilement pénétrer en profondeur dans ce systéme (Tiwariet et al., 2024).

Dans cette etude, la vitamine C a enregistré le taux d'inhibition la plus faible (9.37 £0.01 %),
par rapport au BHT, ZnO Mg-Ag NPs et ZnO NPs. Cela s'explique que la vitamine C, n'était pas
efficace dans ce systeme par plusieurs facteurs; la vitamine C est un puissant antioxydant dans le
milieu aqueuse, parce que c'est une molécule tres polaire et soluble dans I'eau, mais elle ne se
dissout pas facilement dans I'environnement gras représenté par l'expérience P-carotene/acide
linoléique (Yusuf et al., 2012), aussi dans ce systéme, le B-caroténe est entouré de molécules
grasses, ce qui rend difficile pour la vitamine C d'atteindre et de neutraliser efficacement les
radicaux libres, de plus de l'incapacité d'interagir directement avec les radicaux libres gras, cela
est di au fait. La plupart des radicaux libres formés dans le systéme [B-carotene/acide linoléique
sont des radicaux peroxyles lipidiques (LOOQO¢®), qui sont plus susceptibles de réagir avec les
antioxydants non polaires tels que le BHT et les nanoparticules (Rocha et al., 2018), de plus la
vitamine C est instable dans des conditions aérobies ou lorsqu'elle est exposée a la lumiére et a la
chaleur, ce qui peut entrainer la perte d'une partie de son activité antioxydante pendant la période
de réaction (48 heures), la vitamine C peut étre facilement oxydée en acide déhydroascorbique
(DHA), qui est moins actif en tant qu'antioxydant, en accord avec des études soulignant sa
sensibilité a la dégradation oxydative (Shahidi & Zhong, 2015) aconfirmé que la vitamine C est
moins efficace dans les systemes gras par rapport aux systemes aqueux, en raison de son
incapacité a se dissoudre et a interagir avec les radicaux gras,et le vitamine C peut renforcer
I'effet antioxydant de la vitamine E, mais qu'elle est seule moins efficace dans les systéemes non
polaires (Halliwell & Gutteridge, 2018).

Pour évaluer la capacité de ces nanoparticules a stabiliser la membrane des globules rouges
humains, un test danti-hémolyse a été réalisé. Nos résultats ont montré que nanoparticules
d'oxyde de zincavaient un effet protecteur modéré, par rapport les nanoparticules d'oxyde de zinc
dopée par le magnésium et I'argent a montré la meilleure protection contre la lyse des globules
rouges (GR) a différentes concentrations. Les nanoparticules,présentent une capacité anti-

hémolytique en stabilisant la membrane des globules rouges. Cette protection repose sur plusieurs
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mécanismes: la réduction du stress oxydatif, empéchant la peroxydation des lipides
membranaires (Afsar et al., 2016), et la prévention de I'oxydation de I'némoglobineen
méthémoglobine grace a I'élimination des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (Yesmin et al.,
2020). De plus, ces nanoparticules interagissent directement avec les lipides et protéines
membranaires, renforcant ainsi la stabilité de la membrane et limitant la libération d'enzymes
Iytiques (Ahmad et al., 1992). Les nanoparticules dopées par Mg et Ag affichent une efficacité
supérieure probablement grace a leur activité antioxydante renforcée et leur forte affinité avec la
membrane cellulaire (Chen et al., 2015). Toutefois, leur effet dépend de la concentration et des
propriétés de surface des nanoparticules et et leur affinité dans les systemes apolaireset leur
affinité dans les systemes apolaires (Salem et al., 2021). En raison de leur rdle protecteur, ces
nanoparticules pourraient étre exploitées en médecine pour prévenir les dommages oxydatifs des
globules rouges, notamment dans des maladies comme I'anémie hémolytique. Cependant des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour optimiser leur utilisation et évaluer leur
innocuité a long terme (Ahmeda et al., 2020). De plus, Hussein et al., (2017) ont expliqué que la
petite taille des nanoparticules leur permet d'étre transportées a travers la membrane cellulaire par

un mécanisme de transport et peut étre responsable des effets biologiques.

L'activité photocatalytique des nanoparticules pour évaluer la dégradation du colorant bleu
de méthyléne sous l'effet de la lumiere. Les résultats du test photocatalytique par blue de
méthyléne a démontré une efficacité notable de 2 type des nanoparticules étudié.

Les nanoparticules d'oxyde de zinc ont atteint une dégradation maximale du bleu de
méthylene, alors que les nanoparticules d'oxyde de zinc dopée par le magnésium et I'argent ont
atteint une efficacité moyenne dans la dégradation du bleu de méthylene. Ces résultats peut étre
attribuée a plusieurs facteurs; tout d'abord, les ZnO NPs avec leur large bande spéctrale, sont
efficaces sous la lumiere UV mais ont tendance a souffrir d'une recombinaison rapide des paires
électrons, ce qui augmente leur efficacité (Alaizeri Z M et al., 2021), selon leur taille de particule,
et leur type de métal, leur morphologie de surface (Noohpisheh Z et al., 2020), aussi la
concentrations des nanoparticules ZnO, pourrait augmenter la capacité a adsorperou dégrader le
blue de méthyléne (Ridha M et al., 2024). L'incorporation d'ions Zn, Ag et Mg, Cu, Au dans les
ZnO crée une barriere qui aide a séparer ces paires électrons, améliorant théoriqguement les
performances photocatalytiques (EI-Behery R R et al., 2023; Raja S et al., 2015). Cependant,

cette barriere peut également introduire une résistance supplémentaire au transfert de charge, ce
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qui entraine une vitesse de réaction plus lente. De plus, le processus de dopage peut modifier la
morphologie de surface et les sites actifs des ZnO dopé Mg-Ag NPs, ce qui peut avoir un impact
sur la cinétique globale de la réaction. Le transfert d'électrons amélioré obtenu par le dopage de
I'Ag, qui agit comme un puits d'électrons, peut contribuer a ce taux de dégradation plus lent que
d'oxyde de zinc dopée malgré l'amélioration de I'efficacité globale (Panchal P et al., 2023;
Gangwar J et Joseph K S, 2024). En comparant ces résultats avec la littérature de Sudiarti et al.,
(2024) ont synthétisé chimiquement des ZnO dopé par Ag a 1% d'Ag et ont obtenu une
dégradation du bleu de méthylene de 91% en seulement 2 minutes, ce qui indique des
performances plus rapides dans différentes conditions. Ce contraste souligne la nécessité
d'optimiser les niveaux de dopage et les méthodes de synthese (Talat-Mehrabad J et al., 2016;
Kim H K et al., 2013). De plus, Panchal et al., (Panchal P et al., 2023) ont discuté de la
variabilité des performances des photocatalyseurs ZnO dopés au métal, ce qui confirme notre
observation de taux différents en fonction des méthodes de synthése et des concentrations de
dopage (Panchal P et al., 2023). Les nanoparticules de ZnO de notre etude offrent une alternative
prometteuse et ecologique pour la photocatalyse, leurs performances justifiant une optimisation et

une exploration supplémentaires pour améliorer a la fois I'efficacité et la cinétique de reaction.

Les propriétés antidiabétiques des nanoparticules ont été étudiées en évaluant leur capacite a
inhiber les enzymes a-amylase et a-glucosidase. L'acarbose, utilisé comme un médicament de
référence, il affiche la meilleure efficacité inhibitrice, confirmant son efficacité exceptionnelle
comme inhibiteur de ces enzymes. Les nanoparticules ZnO, montrent une activité inhibitrice
modérée mais les nanoparticules ZnO dopées Mg-Ag présentent des résultats supérieurs a celles
des ZnO, avec une inhibition croissante. Ces résultats soulignent I'importance du dopage dans
I'amélioration des propriétés biologiques, aussi I'efficacité accrue observée résulte des effets
synergiques induits par lactivation du Mg et de I'Ag, qui renforcent l'interaction des
nanoparticules avec les enzymes, optimisant ainsi leur activité biologique (Khandel et al., 2018;
Prasad et al., 2019), ces observations sont cohérentes avec des études similaires. Par exemple,
Khandel et al., (2018) ont rapporté que les nanoparticules ZnO dopées Mg améliore
significativement leur activité antidiabétique, ont également démontré une meilleure capacité
d'inhibition de l'a-amylase et a-glucosidase. Par ailleurs, I'acarbose est bien documenté pour son
activité inhibitrice sur I'enzyme. Selon Bisht et al., (2013), il affiche un potentiel d'inhibition de

81.9% a une concentration de 4 mg.mL™, tandis que Wang et al., (2010) rapportent une inhibition
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maximale de 100 % a une concentration de 5 mg.mL™, ces données confirment I'effet inhibiteur
supérieur a celles des nanoparticules. Les nanoparticules de ZnO et ZnO dopées Mg-Ag ont
démontré un effet inhibiteur significative sur les enzymes a-glucosidase et a-amylase. L'efficacité
inhibitrice de ces nanoparticules semble étre influencée par plusieurs propriétés, notamment leur
taille, une réduction de la taille des nanoparticules augmente leur surface de contact avec les
groupes fonctionnels des enzymes (Noohpisheh Z et al., 2020), leur concentration, leurs
propriétés chimiques et le type de métal utilisé(Rudayni H. A et al., 2023). L'effet inhibiteur est
également dose-dépendant : une concentration plus élevée de nanoparticules renforce I'inhibition
enzymatique, bien qu'a des doses tres élevées, des effets indésirables puissent apparaitre
(Mukhtar A. et al., 2022). Par ailleurs, les nanoparticules de ZnO et celles dopées a I'Ag se
révelent plus efficaces en raison de leur capacité a interagir avec les liaisons enzymatiques
critiques (Khyrun S. F. et al., 2022). Enfin, l'activité enzymatique est étroitement modulée par
divers parametres expérimentaux tels que le temps d'incubation, la température et le pH (Maheo
A. et al., 2023). En effet, les inhibiteurs enzymatiques peuvent agir selon divers mécanismes. Les
nanoparticules telles que ZnO, ZnO-Mg-Ag, TiO,, Au et Ag possedent des surfaces
chimiquement actives capables d'interagir avec le site actif de I'a-amylase ou de I'a-glucosidase,
entrainant une inhibition compeétitive puissante. En se liant aux enzymes, elles perturbent
I'interaction avec le substrat, empéchant ainsi sa conversion en glucose (Sulistiyani et al., 2016).
Par ailleurs, ces nanoparticules peuvent interagir avec les groupes fonctionnels des enzymes,
modifiant leur structure tridimensionnelle et altérant ainsi leur activité (Weinman et Mehul,
2004). Cette interaction induit un changement de conformation qui empéche la fixation du
substrat sur le site actif (Aloulou et al., 2012). De plus, les nanoparticules peuvent adsorber les
substrats a leur surface, réduisant ainsi leur disponibilité pour I'action enzymatique et ralentissant

la digestion des sucres (Jini et al., 2020).

Pour évaluer la capacité des nanoparticules a la consommation du glucose par le levure, un
test d'absorption du glucose par les cellules de levure a été réalisé. Nos résultats ont montré que
les nanoparticules d'oxyde de zinc avaient une absorption modérée du glucose mais les
nanoparticules d'oxyde de zinc dopées par le magnésium et l'argent a montré une meilleure
absorption du glucose a différentes concentrations. Les résultats indiquent que I'efficacité des
nanoparticules est influencée par leurs propriétés, notamment leur taille, le type de métal, la

surface, ainsi que leur concentration. De plus, la solubilité des nanoparticules, qu'elles soient
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solubles ou insolubles, pourrait jouer un réle clé en augmentant leur capacité a absorber le
glucose (Gupta D et al., 2013). En outre, ces résultats s'expliquer par lI'incorporation du d'ions Zn,
Ag et Cu, Fe, dans les nanoparticules d'oxyde de zinc améliore leur efficacité a stimuler
I'absorption du glucose par les cellules de levure (Gallaher D et al., 1986). L'effet synergique
entre le magnésium et l'argent joue un réle clé dans I'amélioration de I'absorption du glucose par
les cellules. Leur présence combinée induit des effets biologiques supérieurs a ceux observés
lorsque chaque élément est utilisé séparément (Relhan A, et al., 2024). Cette synergie pourrait
étre liée a l'activation des mécanismes cellulaires impliqués dans l'absorption du glucose,
notamment par l'intermédiaire des récepteurs membranaires et des voies de signalisation
métaboliques (Yan F, et al., 2014). En interagissant avec ces structures, les nanoparticules
favorisant une meilleure absorption cellulaire du glucose par des transporteurs membranaires
spécifiques fonctionnant par diffusion facilitée (Ahmed F, et al., 2009). Ces hypotheses sont
appuyées par plusieurs etudes antérieures (Edwin M H M, et al., 2023), qui suggérent que ces
nanoparticules ont un potentiel prometteur dans I'amélioration de la régulation du métabolisme
glucidique (Dharavath S B, et al., 2023). Shanker et al., (2017) ont soutenu nos conclusions en
affirmant que les nanomatériaux sont utilises comme agents antidiabétiques pour leurs propriétés
exclusives telles qu'une plus grande surface, une solubilité améliorée et une biocompatibilité. De
plus, Hussein et al., (2017) ont expliqué que la petite taille des nanoparticules leur permet d'étre
transportées a travers la membrane cellulaire par un mécanisme de transport et peut étre

responsable des effets biologiques.

Concernant le temps de prothrombine (PT), les nanoparticules de ZnO et celles de ZnO
dopées au Mg-Ag induisent une prolongation faible du temps de coagulation, indiquant un effet
limité sur la cascade de coagulation. Cette action est confirmée par I'absence de formation d'un
caillot de fibrine apres l'activation de la voie extrinseque de la coagulation. De plus, ces valeurs
restent inférieures a celles observées avec l'aspirine et I'héparine, mettant en évidence une faible
efficacité anticoagulante des nanoparticules dans les voies extrinséque (Ebar et al., 2022; Hamza
et Abdeen, 2015;Mohamed et al., 2022). Par contre, nous observons une prolongation pour le
temps de thromboplastine partielle activée (APTT) par les nanoparticules de ZnO et celles dopées
au Mg-Ag, comparees a celles de I'aspirine et de I'néparine. Ces résultats suggerent un potentiel
intéressant pour des applications biomédicales, notamment en raison de leur activité

anticoagulante, qui semble capable d'inhiber ou de réduire la formation d'un caillot de fibrine
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apres l'activation des voies intrinseque et commune de la coagulation. Cette propriété est
particulierement prometteuse pour la prévention des troubles liés a une coagulation anormale
(Jobe M. C. et al., 2022; Suresh D. et al., 2015; Khan M. S. et al., 2022). L'explication de ces
résultats réside probablement dans la capacité des nanoparticules a interagir directement avec les
enzymes et les cofacteurs impliqués dans la coagulation. Grace a leur petite taille, elles peuvent
facilement pénétrer en profondeur dans ce systeme et moduler son activité. Cependant, bien que
ces observations soient encourageantes, le mécanisme précis d'action des nanoparticules a un
niveau moléculaire nécessite encore des investigations plus poussées et des preuves
expérimentales avancées (Tiwari et al., 2024). Des études antérieures ont déja démontré que les
nanoparticules, en particulier les oxydes métalliques, interagissent avec le systeme de coagulation
et influencent divers mécanismes physiologiques. Par exemple, les nanoparticules d'or inhibent la
coagulation sanguine en se liant directement a la thrombine (llinskaya A. N. et Dobrovolskaia M.
A., 2013; Kim H.-S. et al., 2013). De méme, les nanoparticules d'argent présentent des propriétes
anticoagulantes en modulant l'activité de la thrombine et I'agrégation plaquettaire (Roy K. et al.,
2019). En outre, les nanoparticules d'oxyde de zinc ont démontré des effets sur la coagulation
sanguine ainsi que sur la fonction plaquettaire (Korakaki E. et al., 2023). Dans le cadre des
applications biomédicales, les nanoparticules de ZnO ont été étudiées pour leur impact potentiel
sur la coagulation (Raja S. et al., 2015; Andleeb S. et al., 2020). Toutefois, une analyse plus
approfondie de leur pharmacocinétique et de leur profil de sécurité est essentielle afin d'optimiser
leur efficacité thérapeutique et d'assurer une utilisation sécurisée (Wijesinghe U. et al., 2021). A
I'avenir, les recherches devraient se concentrer sur I'étude détaillée des interactions entre ces
nanoparticules et le systéme de coagulation. Par ailleurs, le développement de nanoparticules de
ZnO et de formulations dopées au Mg-Ag pour des essais cliniques reste une priorité. Il est
crucial d'évaluer leur efficacité et leur innocuité dans des contextes méedicaux réels. Bien que les
données actuelles soutiennent leur utilisation potentielle comme agents anticoagulants et
thrombolytiques, des études approfondies restent nécessaires afin d'assurer leur application
efficace et sécurisée en milieu clinique (Islam M. B. et al., 2023). Ces résultats confirment que
les nanoparticules dopées peuvent influencer certaines étapes spécifiques de la cascade de
coagulation. Toutefois, des optimisations restent indispensables pour qu'elles atteignent les
standards cliniques. Elles représentent néanmoins une alternative thérapeutique prometteuse, en
particulier dans les contextes médicaux nécessitant de nouvelles solutions anticoagulantes

(Ghafoor et al., 2022; Yasotha et al., 2020).
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Pour lutter contre le menace croissante de la résistance aux antimicrobiens posee par les
bactéries pathogenes, les chercheurs se sont lancés dans une quéte de nouveaux composes
antimicrobiens (Jaafar N et al., 2020). Cette quéte a conduit & des avancées révolutionnaires dans
la synthese verte, ou les processus inspirés de la nature produisent des nanostructures aux
avantages chimiques inégalés (Lam S-M, et al., 2018). Parmi ces innovations les nanoparticules
de ZnO et les nanoparticules de ZnO dopées par Mg-Ag, qui se positionnent comme des
prétendants prometteurs dans la lutte contre les infections bactériennes. Dans ce contexte, la
présente étude se penche sur le potentiel antimicrobien de ces nanostructures contre un spectre de
souches bactériennes, englobant E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, B. subtiliset S.
spp. Grace a un examen minutieux du CMI et du CMB, la supériorité remarquable des
nanoparticules de ZnO dopées par Mg-Ag sur leurs homologues en ZnO a été constatée, avec des
valeurs de CMI et de CMB plus faibles et des rapports CMB/CMI convaincants, les
nanoparticules de ZnO dopée Mg-Ag apparaissent comme de redoutables agents antimicrobiens.
Les résultats de cette étude concordent avec les recherches antérieures ayant mis en évidence
I'efficacité des nanoparticules de ZnO NPssynthésé a partire extraits de Punicagranatum L., qui
présentent de fortes activités antimicrobiennes (Saleh A K, et al., 2024; Shaban A S, et al., 2018).
L'étude menée par Igbal et al., (2021) a egalement demontré que les nanoparticules de ZnO et de
ZnO dopées a I'Ag ont une activité remarquable contre les cocci, en raison de la couche de
peptidoglycane mince et imperméable qui est caractéristique des bactéries a gram négatif
(Applerot et al., 2009). L'activité antibactérienne élevée des nanoparticules de ZnO dopees par
I'Ag est attribuée aux fortes interactions électrostatiques entre les ions Zn*? et Ag* et la surface
externe chargée négativement des bactéries,et aussi I'effet synergique entre Zn2* et Ag* peut
perturber la pompe defflux, inhibant la résistance naturelle des bactéries et facilitant
I'accumulation des ROS cytotoxiques (Rai et al., 2012), l'ajout d'ions Ag* joue un rdle clé en
augmentant la perméabilité des membranes bactériennes, notamment en interagissant avec les
lipopolysaccharides, facilitant ainsi la pénétration des espéces réactives de lI'oxygene (ROS) et
entrainant des dommages a I'ADN et aux protéines cellulaires (Feng et al., 2000), et la
perturbation des transporteurs membranaires inhibent la croissance de la bactérie et favorisent
son élimination(Sirelkhatim et al., 2015),d'autre part l'addition d'Ag" et Mg?* facilite la
désorganisation de cette couche, permettant une meilleure pénétration du ZnO dopé et une
destruction rapide des structures internes (Li et al., 2010). De plus, les nanoparticules de ZnO de
taille (12.8 £ 0.1 nm) et les nanoparticules de ZnO dopées par Mg-Ag de taille (22.0 + 0.1 nm)
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peuvent perturber les pompes d'efflux et d'autres mécanismes de résistance des bactéries, rendant
ces derniéres plus vulnérables. Selon Raghupathi et al., (2011), l'effet antibactérien des
nanoparticules de ZnO est taille-dépendant, et celles ayant une taille inférieure & 20 nm montrent
une inhibition bactérienne plus efficace en raison de leur capacité accrue a interagir avec les
cellules bactériennes. L'ensemble de ces résultats souligne le potentiel des nanoparticules de ZnO
dopées Mg-Ag produites en utilisant la synthése verte comme agents antibactériens puissants,
capables de contourner certains mécanismes de résistance et d'améliorer I'efficacité des

traitements antimicrobiens.

Activité in vivo des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées par magnésium et
I'argent (ZnO NPs, ZnO dopé Mg-AgNPs)

Le diabete est un trouble métabolique caractérisé par un déséquilibre entre les antioxydants
produits par le mécanisme naturel du corps et les espéces réactives de I'oxygene (ROS) générees
par les cellules, ce qui en fait une pathologie associée au stress oxydatif. Une production
excessive de ROS entraine une augmentation de l'apoptose et de la maturation des cellules 8
pancréatiques, réduisant ainsi la synthése et la sécrétion d'insuline (Bai et al., 2018).

Actuellement, les médicaments disponibles pour le traitement du diabéte incluent diverses
classes telles que les sulfonylurées, la thiazolidinedione, les inhibiteurs de l'a-glucosidase, la
répaglinide et les thérapies a l'insuline. Cependant, le médicament le plus couramment utilisé
reste la Metformine, malgré ses effets secondaires (Packson et al., 1987). Notre choix de la
Metformine comme témoin positif repose sur son statut d’antidiabétique oral largement prescrit
(Eddouks et al., 2012).

L'activité antidiabétique des traitements conventionnels repose sur plusieurs mécanismes,
notamment le blocage du canal potassique des cellules B pancréatiques, la stimulation de
I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc), l'apport d'oligo-éléments essentiels (calcium, zinc,
magnésium, manganese, cuivre), l'inhibition des enzymes B-galactosidase et a-glucosidase, ainsi
que la prévention du stress oxydatif qui contribue au dysfonctionnement des cellulesf
pancréatiques (Jarald et al., 2008). D'autres meécanismes incluent la stimulation de la
glycogenése, de la glycolyse et du cycle de I’acide citrique, I'inhibition de la gluconéogenése et
de la glycogénolyse (Thomson et al., 2012), ainsi que la régénération des cellules B et la

réduction de la résistance a I’insuline (Narayan et al., 2012).
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Dans ce contexte, les nanoparticules suscitent un intérét croissant en tant qu'alternative
thérapeutique innovante. Les nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO) représentent une source riche
en antioxydants et démontrent une capacité a pénétrer profondément dans les tissus, leur
conférant un potentiel prometteur dans le traitement du stress oxydatif et du diabéte (Tiwariet et
al., 2024). L'intérét pour les antioxydants naturels, notamment ceux issus des nanoparticules, ne
cesse de croitre par rapport aux antioxydants synthétiques (Scalbert et al., 2005).

Les nanoparticules métalliques dopées (DNPs) présentent des caractéristiques supérieures
aux nanoparticules monométalliques en raison de I'effet synergique entre les métaux, améliorant
leurs propriétés électroniques, plasmoniques, catalytiques, optiques, thermiques, magnétiques et
biologiques (Anjum et al., 2022; Sharma et al., 2019). L'utilisation de micro-organismes et de
plantes médicinales pour la synthése écologique de nanoparticules a renforcé leur importance,
évitant ainsi l'usage de produits chimiques toxiques impliqués dans les méthodes physiques et
chimiques traditionnelles (Ovais et al., 2019).

Les nanoparticules synthetiquesd'oxyde de zincet leurs composites ont été largement utilisés
comme matériaux bioactifs prometteurs qui présentent une biocompatibilité significative, une
non-toxicité et des propriétés antioxydantes et antidiabétiques(Hamidianetal., 2022; Madanetal.,
2016; Ansari et al., 2022).

Le zinc est un élément bioactif vital dans le corps humain, en particulier lors de la
production d'acides nucléiques et de protéines(Singhetal., 2021; Ansari et al., 2022).De plus, les
oxydes de zinc synthétiques et leurs matériaux de base sont largement utilisés dans les industries
pharmaceutiques, médicales et biologiques comme agents antioxydants, anticancéreux,
hypoglycémiques et antibactériens, en plus de leur réle vital en tant que systemes
d'administration de médicaments et d'utilisation dans les industries de I'ingénierie
tissulaire(Singhetal., 2021; Sharma et al., 2022).

La littérature récente a largement documenté les précieuses propriétés antioxydantes des
nanoparticules d'oxyde de zinc, qui peuvent réguler efficacement la respiration mitochondriale,
inhiber les enzymes oxydantes et réduire les radicaux libres réactifs de l'oxygéne oxydants
(Robkhobetal.,2020; Malik et al., 2022). Aussi le magnésium joue un rdle clé dans de nombreux
métabolismes en tant que cofacteur des voies enzymatiques. Des travaux antérieurs ont montré
gu'une hypomagnésémie était signalée chez environ 30% des patients diabétiques (Xu et al.,
2023). De plus en plus de preuves ont démontré qu'un apport plus élevé en magnésium améliorait

la libération et la sensibilit¢ a l'insuline (Barbagallo et al., 2003; Song et al., 2004), la
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dyslipidémie et le dysfonctionnement des cellules endothéliales, et réduisait la tendance
thrombotique et la contractilité vasculaire. Par conséquent, la supplémentation clinique en
magnésium peut étre une stratégie pour améliorer les résultats des cas de diabéte de type 2 (Xu et
al., 2023).

Dans cette étude, pour la premiére fois, un extrait aqueuxde noyau des dattes des palmierde
dattier (Phoenix dactylifera L.) est utilisé pour synthétiser des nanoparticules de ZnO dopées Mg-
Ag vertes et respectueuses de I'environnement et pour évaluer leur effet antidiabétique.

Notre étude en accord avec I'étude de EIl-Gharbawyet al., (2016), les rats diabétiques ont
montré une réduction significative du pourcentage de changement du poids corporel par rapport
au groupe témoin. Ces données concordent aussi avec les conclusions de Zafar et Nagvi (2010)
qui ont constaté que le poids corporel diminue dans le diabéte.

Un diabéte non contrélé suffisamment pour produire les symptémes classiques de soif, de
faim et de miction excessives entraine généralement une perte de poids malgré un apport
calorique éleve, car les tissus insulino-dépendants et les reins répondent a I'hyperglycémie en
excretant I'exces de glucose dans l'urine (Rave et al.,2006). L'initiation ou l'intensification du
contr6le de la concentration de glucose dans le sang par un médicament qui éléve les niveaux
d'insuline ou stimule I'action de I'insuline peut entrainer une prise de poids, ce qui explique I'effet
stabilisateur des traitements, en particulier au Metformine et ZnO NPs groupes.

En surveillant le niveau de glucose dans le sang des rats experimentaux, il est clairement
évident que le groupe sain a maintenu son niveau de glucose. En revanche, le groupe diabétique
présente une augmentation significative. Les traitements par la Metformine et ZnO NPs et ZnO
dopé Mg-Ag NPs sinfluencent fortement les niveaux de glucose avec une forte diminution. Notre
résultats en accord avec l'étude de Khyrun et al.,(2022).qui a révéle que les nanoparticules de
ZnO dopé Mg produites a partir d'extrait de feuille de Coleusaromaticus pourraient étre une
ressource sdre et efficace en tant que composes antidiabétiques.

L'importance des oligo-éléments dans le métabolisme du glucose et leur lien avec le diabete
ont été démontrés dans de nombreux rapports. La majorité des problemes diabétiques sont causés
par le stress oxydatif, qui diminue la quantité d'enzymes de zinc et d'antioxydants dépendants du
zinc dans les cellules (Ashrafizadeh et al.,2020), par conséquent, l'utilisation de nanoparticules
d'oligo-€léments pour traiter le diabete sucré, tels que les produits contenant du cuivre, du
cérium, du zinc, du magnésium et du selénium, est plausible (Siddiqui et al.,2020),

particulierement le zinc semble exercer des effets de type insulinique via la transduction du signal
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de Il'insuline (Jansen et al.,2009). Ces données expliquent I'amélioration de I'état glycémique dans
cette étude.De plus, Tan et son équipe (2020) ont montré que les nanoparticules d'oxyde de
magnésium biosynthétique possédaient des propriétés antidiabétiques, réduisant notamment la
concentration de glucose a seulement 0.01 pg/mL. De méme, Jeevanandam et ses collégues
(2020) ont utilise I'extrait d'’Amaranthustricolor dans la synthese de nanoparticules d'oxyde de
magnésium pour traiter le diabéte. L'étude d'Anjum et al., (2022) met en évidence l'efficacité des
nanoparticules bimétalliques (Au—AgB NPs, ZnO Au-B NPs et ZnO Ag—B NPs) synthétisées par
voie verte dans I'inhibition des produits finaux de glycation avancée (AGE), notamment les AGE
de type vesperlysine et pentosidine. Ces AGE, formés sous stress oxydatif, sont impliqués dans
les complications du diabete et les maladies liées a I'dage (Gkogkolou & Bohm, 2012). Ces
résultats suggerent que les nanoparticules pourraient constituer une approche prometteuse pour
atténuer les effets déléteres de la glycation dans le diabéte.Toutes ces preuves soutiennent nos
résultats selon lesquels les nanoparticules d'oxyde de zinc dopées par le magnésium et l'argent
donnent des meilleurs résultats par rapport aux nanoparticules d'‘oxyde de zinc.

Afin de comprendre tous les aspects du mécanisme de réduction de la glycémie, il faut noter
qu'il est bien connu que l'inhibition de l'activité de l'a-glucosidase intestinale et de I'a-amylase
pancréatique retarde la digestion des glucides des monosaccharides absorbables, ce qui entraine
une réduction de I'hyperglycémie postprandiale (Aloulou et al., 2012).

L'inhibition des enzymes digestives clés a-glucosidase et a-amylase est I'une des options les
plus viables pour contrdler les niveaux de glucose postprandial dans le diabete de type 2 (Ayaz et
al., 2022). Selon Igbal et al., (2021), Les nanoparticules de d'oxyde de zinc ont montré une
activité inhibitrice de l'alpha-amylase de 60 % et 65 % et de l'alpha-glucosidase de 62% et 75% a
des concentrations respectives de 100 pg/mL et 200 pg/mL. Leurs résultats aussi ont confirmés
que les nanoparticules d'ZnO dopées Ag NPs ont démontré une plus grande. Ce qui confirme
notre résultats concernant I'effet inhibitrice de ZnO NPs et ZnO dopé Mg-AgNPs se sont révélés
tres efficaces contre les enzymes a-glucosidase et a-amylase dans notre étude.

Les taux de glycémie et d'HbALc aussi mesurés apres l'expérience montrent des diminutions
significatives chez les groupes traités par rapport le groupe diabétique non traité qui présente des
valeurs trés hautement élevées. Gouda et al., (2019) ont rapporté que les nanoparticules peu
réduisaient considérablement la glycémie a jeun et les niveaux d'hémoglobine glycosyléeen au
gmentant I'expression de l'insuline et des ARNm des récepteurs de I'insuline (IR) chez les rats

diabétiques, ce qui a profondément enraciné nos résultats obtenus dans ce travail, une autre étude
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dans la méme cadre a indiqué que les nanoparticules d'oxyde de zinc (5 mg/kg, pendant 21 jours)
étaient censées étre plus efficaces que les nanoparticules de curcumine (50 mg/kg, pendant 21
jours) dans le traitement du diabéte en termes de réduction de la glycémie, d'amélioration de
I'insuline sérique et d'activation des genes GLUT2 et de la glucokinase dans le pancréas et le foie
des rats diabétiques de type 2 (Raslan et al., 2018).

Hypertriglycéridémie et hypercholestérolémie observees dans I'étude d'Ayaz et al., (2022)
Ce sont les troubles lipidiques les plus répandus chez les diabétiques. Dans notre travail, les rats
diabétiques induits par l'alloxane avaient des taux de cholestérol et de triglycérides plus élevés
que le groupe traité par des nanoparticules et les rats traités par la Metformine.

Nagaraja et al., (2022) ont mené une étude récente, lorsqu'ils ont découvert que I'extrait de
Psidium guajava et les Ag NPs de Psidium guajava abaissaient significativement la glycémie
chez les rats diabétiques, évitant la perte de poids et ameliorant les marqueurs du profil lipidique.
Les PGE et les AgNPs PG ont amélioré les cellules du pancréas et du foie sur le plan
histopathologique.

Dans le diabete, le profil lipidique est un élément essentiel qui doit étre maintenu, car des
taux élevés de lipides augmentent le risque d'infections cardiovasculaires et sont generalement
observés chez les patients dont le diabéte est mal gére. En raison de la diminution de la synthése
du cholestérol dans le diabete, la quantité de cholestérol retenue augmentera (Shaik et al., 2012).
De plus, l'activation accrue des acides gras du tissu adipeux entraine une perturbation des
processus metaboliques lipidiques. Lorsque I'alloxane est administré a des rats sains, il provoque
une hyperlipidémie, comme en témoigne l'augmentation de la teneur en lipides détectée chez les
rats diabétiques ayant recu de I'alloxane (Shanmugasundaramet al., 1990).

Les nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag sont une influence sur les taux sanguins de
cholestérol total, de triglycérides, de HDL et de LDL. Chez les rats diabétiques induits par
I'alloxane, les taux de cholestérol, de triglycérides et de HDL ont tous augmenté, indiquant une
régulation plus positive pour le groupe traité par les nanoparticules dopées dans notre étude.
L'adénosine monophosphate cyclique prolongée, responsable de la production de lipides, est
clairement la cause des fluctuations des taux de lipides sanguins. Le traitement aux Ag NPs a
entrainé une réduction significative des taux de cholestérol, de triglycérides et de LDL, ainsi
gu'une augmentation des taux de HDL chez les rats diabétiques.(Ul Haq et al.,2022).

Selon Umrani et Paknikar (2014), I'administration orale de nanoparticules d'oxyde de zinc a

entrainé des effets antidiabétiques significatifs, a savoir une meilleure tolérance au glucose, une
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augmentation de l'insuline sérique (70 %), une réduction de la glycémie (29 %), une réduction des
acides gras non estérifiés (40 %) et une réduction des triglycérides (48 %). Les nanoparticules ont
été absorbées par voie systémique, ce qui a entrainé une augmentation des taux de zinc dans le
foie, le tissu adipeux et le pancréas. Une augmentation de la sécrétion d'insuline et de l'activité de
la superoxydedismutase a également été observée dans les cellules d'insulinome de rat (RIN-
5F).Dans une autre coté; Ul Haq et al.,(2022) ont déclaré qu'il y avait une diminution
spectaculaire des niveaux de glucose dans le sang, une diminution du poids corporel et une
amélioration marquée des profils lipidiques, hépatiques et rénaux. Les niveaux de cholestérol
total, de triglycérides, de HDL et de LDL dans le sang ont été affectés par les extraits de
Phagnalonniveum et les AgNPs. Les niveaux de cholestérol, de triglycérides et de lipoprotéines
de haute densité (HDL) ont tous augmenté chez les rats diabétiques induits par l'alloxane. Les
fluctuations des taux de lipides sanguins sont certainement causées par l'adénosine
monophosphate cyclique prolongé, qui est responsable de la formation des lipides. Les Ag NPs
ont considérablement diminué les taux de cholestérol, de triglycérides et de LDL tout en
augmentant les taux de HDL chez les rats diabétiques. Il y a eu une correction notable des
anomalies du poids corporel, des niveaux d'urine et de serum apres l'administration des Ag
NPsbiosynthétisés, ce qui suggere que le médicament a un grand potentiel en tant que traitement
antidiabétique.

De plus, les résultats du profil lipidique dans cette étude concordent avec ceux de Shaheen
et al., (2016) qui ont rapporté que les nanoparticules d'Ag et d’Au apportent une réduction
efficace du profil lipidique et une propriété antioxydante potentielle dans le contréle de la
peroxydation lipidiqgue médiée par le stress oxydatif et de la génération de ROS. Opris et al.,
(2017) ont soutenu nos résultats en affirmant que les nanoparticules présentent un grand potentiel
pour une utilisation ultérieure comme traitement adjuvant dans le diabéte en raison de
l'augmentation de la défense antioxydante. Cela peut étre induit a la réduction des niveaux de
MDA dans les groupes traités peut étre due a l'activité de nanoparticules étudiés dans notre
travail pour augmenter les activités antioxydantes.

Les résultats de travail actuel ont montré que I'administration de ZnO NPs et ZnO dopé Mg-
Ag NPs a restauré la barriére épithéliale rénale et amélioré les changements fonctionnels du rein
diabétique. Les groupe traités ont affiché des mesures réduites de créatinine sérique, d'urée
sanguine et l'acid urique par rapport au groupe diabétique. Nos résultats en accord avec I'étude de

Abd El-Baset et al (2022) ont démontré que les ZnO NPs sont absorbées dans les organes sous
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forme ionique plut6t que particulaire. Le foie et les reins sont considérés comme des organes
cibles fréquents. Les particules se dissolvent dans I'environnement acide des cellules alors
qu'elles circulent des endosomes précoces aux endosomes tardifs puis aux lysosomes. Le
composant particulaire agit comme un dépét d'ions zinc. Le zinc améliore la structure de barriére
et la fonction de I'épithélium rénal grace a son action sur des cibles moléculaires définies,
notamment les protéines des complexes de jonction serrée (Wang et al.,2014).Aussi les résultats
de Sivalingam et al., (2024), apparait une signification indiquant I'importance du contrdle et des
nanoparticules d'argent en tant que groupes STZ Costus Spicatus-Ag NPs, démontrent une
restauration significative du tissu rénal et une activité antidiabétique prometteuse, offrant un
potentiel dans les stratégies de gestion du diabete.

De nombreuses études ont prouvé l'effet antidiabétique des ZnO NPs et des Ag NPs et Mg
NPs en tant que nouveaux agents pour contrdler le diabéte sucré chez les rats (Hussein et
al.,2018; Alkaladi et al., 2018; Tanweer et al.,2022).

L'effet de nanoparticules dopees Mg Ag plus efficace pour les paramétres rénale dans notre
étude au niveau les taux d'urée, la créatinine et l'acide urique; puisque la présence de plusieurs
métaux dans une seule nanoparticule, cela nous donne la plus grande efficacité contre le diabéte
en nanotechnologie, comme l'indiquent des études récentes.

Concernant nos resultats du bilan hépatique montre que une diminution des enzymes
hépatiques (ALT, AST et GGT) chez tous les groupes traités surtout le groupe consomé le
nanoparticules dopées (ZnO dopé Mg-Ag NPs). En geneéral; ils sont cohérents avec les résultats
rapportés par Ahmed et al., (2020), qui ont indiqué que les niveaux d'ALT et d'AST dans les
groupes diabétiques ont montré une diminution dose-dépendante lors de la réception de
nanoparticules d'oxyde de zinc. De plus, il a été détecté que dans le groupe diabétique induit par
STZ, les nanoparticules d'oxyde de zinc ont réduit les niveaux d'AST, d'ALT et de glucose
sanguin tout en augmentant les niveaux d'insuline (Jobie et al.,2021).

Souha et al.,(2021) ont constaté aussi que le groupe diabétique qui avait obtenu des Ag NPs
fabrigués soit par une méthode chimique, soit par un extrait d'Eryngium avait des niveaux de
glucose, d'urée, d'ALT et l'expression génétique relative de la chémérine et de la résistine bien
inférieurs a ceux du groupe témoin diabétique. La quantité de créatinine dans le sang n'a pas
beaucoup changé ni dans le groupe diabétique témoin ni dans le groupe diabétique qui avait
obtenu des Ag NPs fabriqués chimiquement ou avec I'extrait d'Eryngium. Les Ag NPs fabriqués

chimiquement ou de maniére verte protégent les hépatocytes du foie des dommages. lls
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diminuent les facteurs inflammatoires en abaissant la glycémie. Le diabete sucré (DS) provoque
souvent une dyslipidémie, qui augmente le cholestérol et les triglycérides. Les enzymes sensibles
aux hormones comme la lipase peuvent provoquer cette augmentation (Soni et al., 2018).

Les résultats montrent des variations significatives de l'activité de I'a-amylase sérique et des
niveaux d'insuline dans les groupes expérimentaux. L'a-amylase est plus élevée dans le groupe
sain et diminue fortement chez les rats diabétiques non traités, tandis que les traitements,
notamment avec groupe de la Metformine et les deux groupe de nanoparticules surtout les
nanoparticules dopées, permettent une amélioration notable. De méme, les niveaux d'insuline
sont significativement réduits chez les rats diabétiques non traités, mais augmentent avec chez les
groupes traités, la Metformine et le ZnO dopé Mg-Ag NPs montrant les effets les plus marqués.
Ces observations mettent en évidence I'impact positif des traitements sur ces paramétres dans le
cas du diabete. Des études ont examiné l'effet thérapeutique des ZnO NPs sur les taux ou la
sécretion d'insuline. Cependant, d'autres ont démontré que le zinc pouvait améliorer la sécrétion
d'insuline stimulée par le glucose a partir d'flots pancréatiques isolés de rats (Richards-Williams
et al., 2021).

De plus, les nanoparticules d'argent (Ag NPs) et les nanoparticles de magnésium (Mg NPs)
ont été signalées comme étant antidiabétiques (Robkhob et al.,2020; Mazhar et al., 2024), Ce qui
confirmé par l'étude d'Afolabi et al., (2021), lI'administration de Mg (OH) 2NP-Monodora
myristica biosynthetisé a entrainé une amélioration significative (p < 0.05) des indices
hématologiques, une réduction de la glycémie, une augmentation de la sécrétion d'insuline et de
I'activité hexokinaseet de l'activité lactate déshydrogenase dans le diabéte induit par le STZ, une
bonne indication que le Mg (OH)2NP-Mm pourrait probablement atténuer I'hyperglycémie par la
protection des cellules B et la restauration de I'activité enzymatique glycolytique.

L'insuline et le glucose sont des régulateurs importants du métabolisme du Mg. Le Mg
intracellulaire joue un role clé dans la régulation de l'action de l'insuline, de l'absorption du
glucose par Il'insuline et du tonus vasculaire. Des concentrations intracellulaires réduites de Mg
entrainent une activité tyrosine-kinase défectueuse, une altération post-réceptrice de l'action de
I'insuline et une aggravation de la résistance a l'insuline chez les patients diabétiques. Un faible
apport en Mg et une augmentation des pertes urinaires de Mg semblent étre les mécanismes les
plus importants qui peuvent favoriser I'épuisement du Mg chez les patients atteints de diabéete. Un
faible apport alimentaire en Mg a été associé au développement du diabete de type 2 et du

syndrome métabolique (Barbagallo et Dominguez, 2015).
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Cette etude et celle d'Alkaladi (2014), ont montré que le zinc régule genéralement la
fonction des flots et la sécrétion d'insuline. Ainsi, a notre connaissance, nous sommes parmi les
premiers a montrer que le ZnO dopé Mg-Ag NPs comme source de oligoélément exogene, qui
considéré un sécrétagogue de I'insuline et que le zinc joue un role autocrine régulateur intégral
dans l'amélioration de la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose. Richards-Williams et al.,
(2008) ont postulé que la sécrétion paralléle de zinc peut déclencher I'entrée de Ca®* suite a
I'activation du récepteur P2X pour amplifier le signal Ca?* piloté par les canaux d'entrée de Ca?*
activés par la tension et déclencher la sécrétion d'insuline. Ces données suggerent que le zinc
autocrine peut participer au transfert de la voie de signalisation stimulatrice dans la sécrétion
d'insuline stimulée par le glucose, comme nous mentionnerons dans notre étude actuelle, le
traitement par les ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs ont induit une augmentation significative
des taux d'insuline sérique par rapport au groupe diabétique.

Cependant, il n'existe aucun rapport sur l'activité antidiabétique et antioxydante des
nanoparticules de ZnO dopées par le magnésium et l'argent. Les nanoparticules d'oxyde de zinc et
les autres nanoparticules dopées ont été identifiées comme agents antidiabétiques. Bien que nous
avons conclu que les ZnO NPs ont un bien effet avec les autres nanoparticules, elles conduisent
toutes a une réduction de la glycémie, a une augmentation du taux et de I'expression de l'insuline,
a une augmentation de l'activité et de I'expression de la GK et a une amélioration du niveau
d'expression de I'IRA, du GLUT-2 chez les rats diabétiques (Alkaladi et al.,2014).L'action
antioxydante d'une molécule dans l'organisme a des effets bénéfiques sur la préservation de la
fonction des cellules B dans le diabete (Bhaskaran et al.,2019). L'induction du stress oxydatif est
un processus clé dans la pathogenese de différentes maladies, notamment le diabete sucré et ses
complications, et le réle des antioxydants dans le traitement du diabéte et de ses complications
par la prévention du stress oxydatif a été expliqué dans différentes études (Zangeneh et al.,2019a;
Zangeneh et al.,2019b; Asmat et al.,2016).

En ce qui concerne les résultats de I'étude hematologique, nos résultats ont montré une
diminution du nombre de globules rouges, de I'hnématocrite et du volume globulaire moyen chez
les rats diabétiques par rapport aux rats témoins, ce qui signifie une hématotoxicité révéelée par
I'anémie due a la toxicité des cellules sanguines. Cotoraci et al., (2021) Au cours du diabete, de
nombreux paramétres hématologiques et le systeme immunitaire ont été observés comme étant
affectés. La glycosylation non enzymatique des protéines membranaires des globules rouges a
augmenté, ce qui coincide avec I'hyperglycémie et a été liée a I'anémie dans le diabéte sucré
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(Lapi¢ et al., 2022). Dans le diabéte sucré, l'oxydation de ces protéines et I'hyperglycémie
produisent une augmentation de la formation de peroxydes lipidiques, ce qui conduit & I'némolyse
des globules rouges (Derouiche et al., 2022). Ainsi, les résultats obtenus montrent que le
traitement par ZnO NPs et ZnO dopé Mg-Ag NPs chez les rats diabétiques a induit une
amélioration des parameétres hématologiques. De plus, I'activation du signal zinc de la production
de globules rouges semble prévalente chez plusieurs mammiferes. Cependant, la concentration en
zinc pour une activation maximale des globules rouges chez le rat, le zinc est un signal fort pour
stimuler I'érythropoiese ce qui explique cette amélioration (Chen et al., 2017). La réduction des
globules rouges pourrait étre attribuée a l'effet néfaste des ROS qui peut s'accompagner d'une
baisse de I'Hb. Alors que l'augmentation des globules blancs pourrait étre une indication d'une
réponse inflammatoire biologique qui a été rapportée avec le diabete sucré (Afolabiet et al.,
2021). Cependant, les résultats de globules rouges, I'Hb et les globules blancs montrent une
similarité et aucune différence significative chezlesgroupesayant recu la Metformine, ZnO NPs et
ZnO dopé Mg-Ag NPs par rapport le groupe témoin, contrairement au groupe diabétique.Le
résultats de ZnO dopé Mg-Ag NPs groupe peu mieux que l'autre groupe traité peut étre dia la
présence de Mg surtout améliorele taux de I'Hb ce qui confirmé par Afolabi et al., (2021), cette
amélioration des parameétres sanguins a indiqué que le ZnO dopé Mg-Ag NPs synthétisé pourrait
avoir déclenché I'érythropoiese en stimulant I'normone glycoprotéique qui produit les globules
rouges et amélioré par la suite la capacité de transport d'oxygene.

L'examen histologique global du foie de tous les groupes a soutenu les résultats des
enzymes hépatiques sériques obtenus, ilsa montré que les deux nanoparticules surtout les
nanoparticules dopéesont restauré les tissus endommages et nécrotiques dans une plus large
mesure de foie chez les rats diabétiques par rapport les rats diabétiques non traités.

Les analyses histologiques du pancréas de groupes traités apparait les Tlots de Langerhans et
les acini pancréatiques de bonne structure par rapports les ilots de Langerhans atrophiques chez le
groupe diabétique et ses pancréas soumissent a une inflammation justifiée par la présence de
cellules immunitaires dans I'organe. Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Slepchenko
et al., (2013) qui ont montré que le zinc est capable d'induire la sécrétion d'insuline dans les
lignées cellulaires productrices d'insuline, telles que les cellules HIT-T15. Cette étude montre
qu'il est possible de régénérer de nouvelles cellules B chez les animaux. Donc, les ZnO NPs et
ZnO dopées Mg-Ag NPspeuvent augmenter le nombre de cellules B et la sensibilité du récepteur

de Il'insuline.
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Nos résultats suggérent que les nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag restaurent
potentiellement la morphologie cellulaire du foie et du pancréas en particulier. Cependant, des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats. 1l est nécessaire de
réaliser d'autres études pharmacologiques in vivo pour €lucider le mécanisme d'action des ZnO
NPs et ZnO dopé Mg-Ag NPsen ciblant d'autres génes impliqués dans le diabete.

Shanker et al., (2017) ont soutenu nos conclusions en affirmant que les nanomatériaux sont
utilisés comme agents antidiabétiques pour leurs propriétés exclusives telles qu'une plus grande
surface, une petite taille, une solubilité améliorée et une biocompatibilité. De plus, Hussein et al.,
(2017) ont expliqué que la petite taille des nanoparticules leur permet d'étre transportées a travers
la membrane cellulaire par un mécanisme de transport et peut étre responsable des effets
biologiques potentiels par rapport au médicament brut.

Malgré le nombre important d'études sur les nanoparticules de d'oxyde de zinc
biosynthétisées, aucune étude n'a evalué I'amélioration de I'activité antidiabéetique du d'oxyde de
zinc lorsqu'il est les nanoparticules dopées par Mg et Ag préparé par I'extrait d'une plante. Etant
donneé les nombreux avantages médicinaux de l'extrait aqueux des noyaux des dattes du palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.), il est essentiel d'étudier ses effets médicinaux en association avec
ZnO dopé Mg-Ag NPs dans des autres cotes.

Sur la base de lactivité antidiabetic du ZnO NPs et du ZnO dopé Mg-Ag NPs
biosynthétisées par extrait aqueux des noyaux des dattes du palmier dattier (Phoenix dactylifera
L.). sur les rats de wistar dans notre étude, ils peuvent étre recommandés comme agents
antidiabétiques améliorés, peu codteux, efficaces et sécurisée par rapport aux médicaments
commerciaux colteux qui entrainent généralement des effets secondaires.

En général, les nanoparticules ZnO et du ZnO dopé Mg-Ag se sont avérees avoir
d'excellentes et importantes propriétés biologiques, notamment antioxydantes et

antimicrobiennes, antidiabétiques.
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CONCLUSION

Dans notre étude, nous avons utilisé I'extrait aqueux des noyaux de dattes de la variété
Ghars pour la synthése vert des nanoparticules pour deux raisons, d'une part, en utilisant une
méthode sécurisée, peu colteuse et respectueuse de Il'environnement pour fabriquer des
nanoparticules, et d'autre part, cette approche vise a exploiter et a valoriser les ressources
naturelles ainsi que les matériaux souvent négligés, en effet, les noyaux de dattes sont
généralement considérés comme un déchet non rentable, principalement utilisés comme aliment
pour les animaux.

On utilisé I'extrait aqueux des noyaux de dattes pour biosynthétiser des nanoparticules
d'oxyde de zinc (ZnO NPs) et d'oxyde de zinc dopées par magnésium (0.5%) et I'argent (0.5%)
(ZnO dopé Mg-Ag NPs), qui ont ensuite été caractérisees. Dans ce travail, les activités
biologiques des nanoparticules produites de maniére écologique ont été évaluées in vitro et in
vivo contre le diabéte de type 2 induit par I'alloxane chez les rats Wistar. En fonction des résultats
obtenus, nous pouvons conclure que :

Les noyaux de dattes de palmier dattier est extrémement riche en composants bioactifs a la
fois qualitativement et quantitativement grace a diverses analyses, notamment la HPLC. Cela
nous permet d'identifier une nouvelle source des molécules bioactives qui peuvent étre utilisées
pour former des nouvelles nanoprticules a traiter des différentes maladies.

Les études UV-Vis, FTIR, XRD, SEM et EDX ont démontré la meilleure synthése de
nanoparticules d'oxyde de zinc et d'oxyde de zinc dopéés par magnésium et d'argent. Cela indique
que l'extrait des noyaux de dattes de palmier dattier contiennent des composes bioactifs qui sont
chargés et réduire le zinc et le magnésium et I'argent en nanoparticules d'oxyde de zinc et d'oxyde
de zinc dopées par magnésium et l'argent.

En outre, nous pouvons classer ces nanoparticules (ZnO NPs et ZnO dopé Mg-Ag NPs)
comme des molécules biologiques et médicales importantes en raison de leur puissante activité
antioxydante et antidiabétique, activité antibactérienne in vitro.

Dans notre étude, les nanoparticules d'oxyde de zinc dopées au magnésium et a l'argent ont
démontré une bonne activité inhibitrice de p-caroténe contre l'oxydation et aussi une meilleure
efficacité antihémolytique pour protéger les érythrocytes contre I'hémolyse par rapport aux

nanoparticules d'oxyde de zinc.
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Dans ce travail également, les nanoparticules d'oxyde de zinc ont montré une efficacité de
photodégradation meilleure du colorant bleu de méthylene par rapport aux nanoparticules
d'oxyde de zinc dopées au magnésium et a l'argent.

Aussi l'activité antidiabétique in vitro des nanoparticules d'oxyde de zinc dopées au
magnésium et a l'argent ( ZnO dopées Mg-Ag NPs) donnent des bonnes resultats par rapport aux
nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs) a l'aide de I'évaluation de l'activité inhibitrice de
I'a-glucosidase et de l'a-amylase et pour l'activité d'absorption du glucose par les cellules de
levure.

Dans notre étude, il existe des preuves substantielles que les ZnO dopé Mg-Ag NPs peuvent
améliorer I'efficacité des agents anticoagulants du temps de thromboplastine partielle activée.

Les nanoparticules ZnO dopées Mg-Ag et ZnO présentent une bonne activité
antibactérienne contre les bactéries sélectionnées; par conséquent, ce approches de traitement, en
particulier les ZnO dopees Mg-Ag NPs, qui se sont révelées les plus efficaces, peuvent étre
utilisées a l'avenir comme nanoantibiotiques contre les agents pathogenes bactériens qui affectent
les humains.

Tout cela ouvre des espoirs prometteurs quant a leur présentation comme medicaments ou
traitements contre certains maladies.

Grace a l'étude de toxicité subaigué, les nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag
biosynthétisées peuvent étre utilisées de maniere sécurisée et efficace a de faibles concentrations
a des fins thérapeutiques. En tant que paramétres physiologiques, notre traitement a base de ces
nanoparticules améliore le poids corporel et le taux de glucose sanguin des rats, confirmant ainsi
leur efficacité contre le diabete de type 2 induit par I'alloxane. De plus, leur action principalement
curative présente des effets protecteurs potentiels.

L'effet bénéfique de deux type des nanoparticules en particulier les ZnO dopées Mg-Ag, sur
la restauration des marqueurs biochimiques et des profils lipidiques, rénaux, hépatiques, alfa
amylase, l'insuline et hématologiques met en évidence leur efficacité dans le traitement de diabéte
de type 2. Celle-ci est caractérisée par un déséquilibre métabolique ainsi qu'une altération des
fonctions hépatiques et pancreatiques, affectant plusieurs systemes biologiques, comme
I'indiquent les données de notre étude.

Nos résultats démontrent que le traitement avec ZnO dopé Mg-Ag NPs a une excellentes
capacités de réparation tissulaire contre les dommages pancréatique et hépatiques, induits par la

maladie de diabéte de type 2. Cela nous donne l'occasion de faire des hypotheses sur la maniere
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dont ces nanoparticules réduiraient toute dégradation métabolique qui pourrait étre causée par la

maladie de diabéte.

Enfin,on conclure que le nanoparticule dopées au magnésium et a l'argent a un pourcentage

de 0.5%, il est prouvé leur efficacité biologique aux différentes niveaux, offrant ainsi un potentiel

prometteur pour leur application dans le domaine medical contre divers problémes de santé.

Perspectives

Vu l'importance de ces résultats, ils ouvrent des perspectives expérimentales et d'autres

études approfondies qui devraient nous permettre d'identifier clairement :

Dépendance les noyaux de dattes est une excellente source pour la synthese de
diverses nanoparticules.

Amélioration de rendement de synthése vertdes nanoparticules par des nouvelles
conditions de synthése.

Evaluation de l'effet thérapeuthique ZnO NPs et ZnO dopé Mg-Ag NPs contre
autresmaladies comme le cancer, Al Zaheimer...etc.

Etude d'interaction des nanoparticules ZnO et ZnO dopé Mg-Ag avec I'enzyme
transcriptase inverse pour I'inhibition du développement du VIH et du Covid 19.
lieé les nanoparticules par des conducteurs ciblé certain cellules qui donne des
thérapie ciblé.

proposer les nanoparticules comme une médicament plus éfficace que les
médicament utilisée.

Exploitation des résultats pour la formation d'une start-up apres obtention du

Brevet.
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Annexe

Annexe 01: Biosynthése des nanoparticules

M(zn(Nog),-6H,0) X M(znoy

Moxyd de zinc (Zno) — M zn(Nos),-6H,0)
NI NOg )z 6ily

2.97 x 81.40
Moxyd de Zinc (Zno) — 297 48 =081g

m{:Zno} X 0.005 x M(MQ(NGB}Z'GHZO} % 100

M nitrate de magnésium (Mg(Nog),) — M
(Mg)

0.81 x 0.005 x 256.41
M pitrate de magnésium (Mg(Nog),) — 24 x 1000 = 43.26 mg

M nitrate d'argent (Ag No3) —

m x 0.006x M
(Zno) (Ag Nog) % 100
M{Ag}

0.81 x 0.005 x 169.87
nitrate d'argent (Ag Nog) — 107

m X 1000 = 6.42 mg

Figure:Les équations utilisées pour mesurer les masses de nitrate de zinc, de magnésium et d'argent
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Annexe 02: Courbe d'étalonnage pour quantification des composés phytochimiques.
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Figure: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour la détermination de la teneur totale en phénols

y = 0,001x + 0,021

Concentration ug/mL

Quercetine R>=0,998
1.2
1 s g
8
c 038
3
S 06
o
[72)
0.2
0 . . . . . .
0 200 400 600 800 1000 1200

Figure: Courbe d'étalonnage de la quercétine pour la détermination de la teneur totale en flavonoides
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Figure: Courbe d'étalonnage de la catéchine pour la détermination de la teneur en tanins condensés.
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Annexe 03: Courbe d'étalonnage et pourcentage d'inhibition pour la détermination de la capacité

antioxydante.

. . y = 275,19x + 10,372
Acide ascorbic R? = 0,089
100
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Figure: Pourcentage d'inhibition du radical DPPH par I'acide ascorbique

ZnO NPs y =10,50x+ 9,600
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Figure: Pourcentage d'inhibition du radical DPPH par des nanoparticules ZnONPs

ZnO dopé Mg-Ag NPs
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Figure: Pourcentage d'inhibition du radical DPPH par des nanoparticules ZnO dopées Mg-AgNPs.
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Figure: Courbe d'étalonnage de l'activité antioxydant FRAP de I'acide ascorbique
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Figure: Courbe d'étalonnage de l'activité antioxydant FRAP des nanoparticules ZnONPs
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Figure: Courbe d'étalonnage de I'activité antioxydant FRAP des nanoparticules ZnO dopé Mg-AgNPs
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Figure: Pourcentage d'inhibition d'hémolytise par quercétine
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Figure: Pourcentage d'inhibition d'hémolytise par des nanoparticules ZnONPs
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Figure: Pourcentage d'inhibition d'hémolytise par des nanoparticules ZnO dopées Mg-AgNPs



Annexe 04. Les méthodes d'analyse utilisées
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LUC3

Glucose HK Gen.3

cenlrifugé a température ambiante, la diminution moyenne du glucose
sérique est d'environ 7 % par heure (0.28 & 0.56 mmol/L ou 5 a 10 mg/dL).
Cette diminution est due & la glycolyse. Il est possible d'inhiber la glycolyse
en prélevant les échantillons sur des tubes au fluorure.!

Les échantillons qui contiennent un précipité doivent étre cenlrifugés avant
l'analyse.

8 heures entre 15 et 25 °C
72 heures entre 2 et 8 °C
3 jours entre 15 et 25 °C

Stabilité (sans hémolyse):®

Stabilité dans le plasma sur fluorure:®

Urine

Recueillir 'urine dans un flacon brun. Pour les urines de 24 heures, 5 mL
d'acide acétique glacial peuvent étre ajoutés comme conservateur dans le
flacon avant le recueil. Si les échantillons d'urine sont recueiliis sans
conservaleur, la diminution de la concentration en glucose peut atteindre
40 % aprés 24 heures de conservalion & température ambiante.® Les
échantiLlons doivent, de ce fait, élre conservés dans la glace tout au long du
recueil.

LCR

Le liquide céphalo-rachidien peut étre conlaming par des bactéries et
contient souvent d'autres éléments cellulaires. Les échantillons de LCR
destinés a la détermination du glucose doivent donc étre analysés
immédiatement ou conservés a 4 °C ou -20 °C.35
Les différents types d'échantillons indiqués ci-dessus ont été testés a Iaide
d'une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du test: les tubes de prélevement des différents fabricants n'ont
pas tous été testés. Les systémes de prélévement du sang de divers
fabricants peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas,
influencer le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires
f(:});stémes de prélévement du sang), suivre les instructions données par le
ricant,

Matériel fourni
Voir paragraphe « Réaclils - composition et concenlrations ».
Réalisation du test

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se canformer aux instructions
relatives a l'analyseur utilisé indiquées dans le présent document. Pour les
instructions spécifiques de 'analyseur, se référer au manuel d'ufilisation
approprié.

Applications pour le sérum, le plasma, I'urine et le LCR
COBAS INTEGRA 400 plus Définition du test

Made de mesure Absorbance
Mode de calcul Point final
Mode réactionnel R1-S-SR
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A/B 340/652 nm
Calc. premier/dernier

Test ID 0-031, 0-141, 0-051 33/69

Test ID 0-231, 0-241, 0-251 33/46
Unité mmol/L
Paramétres de pipetage

Diluant (H,0)

R1 28 L 125 L
Echantillon 2pL 16 L
SR 10pL 20 L
Volume total 201 pL

COBAS INTEGRA 800 Définition du test

"Mode réactionnel
Sens de la réaction
Longueur d'onde A/B
Calc. premier/demier
Test ID 0-031, 0-141, 0-051
Test ID 0-231, 0-241, 0-251
Unité

Paramétres de pipetage

R1
Echantilion
SR

Volume total
Calibration
Calibrateur

Type calibration
Nombre de répliques
Fréquence des calibrations

Annexe

cobas’

Substrats

R1-8-SR
Croissant
340/652 nm
44/98
44/66
mmol/L

Diluant (H,0)
28 L 125 pL
2L 16 uL
10L 20 L
201 pL

Calibrator f.a.s.

Utiliser de I'eau désionisée pour le
calibrateur zéro.

Régression linéaire
Duplication recommandée

A chaque lot et si le contréle de
qualité I'exige

Tragabifité: La méthode a été standardisée par rapport & la DI-SM.?

a) Dilufion isctopique-specirométrie de massa
Controle de qualité

Sérum/plasma
Valeurs de référence

Limites pathologiques

Urine

LCR

Fréquence des contréles
Séquence de conlrole
Controle aprés calibration

Precinorm U, Precinorm U plus ou
PreciControl ClinChem Multi 1

Precipath U, Precipath U plus ou
PreciControl ClinChem Multi 2

Pour le controle de qualité de
routine, utiliser de préférence des
contrdles urinaires quantitatifs.

Pour le contréle de qualité de
routine, utiliser de préférence des
contrdles LCR quantitalifs.

24 heures recommandé
Au choix de l'utilisateur
Recommandé

Pour le controle de qualité, utiliser les matériaux de contréle indiqués dans
la section « Références de commande ». D'autres contréles appropriés

peuvent également étre ufilisés.

La fréquence des conlréles et les limites de confiance doivent étre
adaptées aux exigences du laboratoire. Les résultats doivent se situer dans
les limites de confiance définies. Chaque laboratoire devra établir la
procédure a suivre si les résultats se situent en dehors des limites définies.

Se conformer & la réglementaion gouvernementale et aux directives
locales en vigueur refatives au contrdle de qualité.

Calcul des résultats

Les analyseurs COBAS INTEGRA calculent automaliquement la
concentration en analyte de chaque échantillon. Pour plus de détails, se
référer a la partie Données analytiques de ['Aide en ligne (pour les
analyseurs COBAS INTEGRA 400 plus/800).

Mode de mesure Absorbarice Facteur de conversion: mmollL x 18.02 = mg/dL
Mode de caleul Point final
GLUC3 215
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CHOL2

Cholestérol, 2&me génération
Références de commande

Annexe

cobas’

Substrats

cobas ¢ pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs
CONTENT suivants .
COBAS INTEGRA 400 plus

03039773 190 Cholesterol Gen.2 (400 tests) System-ID 07 6726 3 COBAS INTEGRA 800
10759350 190 Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL) System-ID 07 3718 6

10759350 360 Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 3718 6

12149435 122 Precinorm U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 7999 7

12149435 160 Precinorm U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 7999 7

12149443 122 Precipath U plus (10 x 3mL) Syslem-ID 07 8000 6

12149443 160 Precipath U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 8000 6

10171743 122 Precinorm U (20 x 5 mL) System-ID 07 7997 0

10171735 122 Precinorm U (4 x 5 mL) System-ID 07 7997 0

10171778 122 Precipath U (20 x 5 mL) System-ID 07 7998 9

10171760 122 Precipath U (4 x 5 mL) System-ID 07 7998 9

10781827 122 Precinorm L (4 x 3mL) System-ID 07 9026 5

11285874 122 Precipath L (4 x 3 mL) System-ID 07 9500 3

05117003 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) System-ID 07 7469 3

05947626 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) System-ID 07 7469 3

05947626 160 ErSeX;Conlrol ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, pour les System-ID 07 7469 3

05117216 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) System-ID 07 7470 7

05947774 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) System-ID 07 7470 7

05947774 160 Ege:;(}omrol ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, pour les System-ID 07 74707

Frangais Principe
Informations techniques Méthode colorimétrique enzymalique

Test CHOL2, test ID 0-586

Domaine d'utilisation

Test in vitro pour la délermination quantilative du cholestérol total dans le
sérum et le plasma sur les analyseurs COBAS INTEGRA.

Caractéristiques22456785,10,11,12

Le cholestérol est un stéroide possédant un groupe hydroxyle secondaire
en position C3. Il est synthélisé dans de nombreux tissus, en particulier
dans le foie et la paroi inlestinale. Environ les trois quarts du cholestérol
sont synthétisés dans I'organisme; un quart est apporté par l'alimentation.
Les tests de cholestérol sont utilisés pour dépister le risque individuel
d'athérosclérose, ainsi que pour le diagnostic et le traitement de maladies
impliquant des taux de cholestérol élevés, et de troubles du métabolisme
des lipides et des lipoprotéines.

La premigre méthode de dosage du cholestérol a été décrite par
Liebermann en 1885 et, par la suite, par Burchard en 1889. Dans la
réaction de Liebermann-Burchard le cholestérol donne en présence d'acide
acélique, d'anhydride acétique et d'acide sulfurique concentré des dérivés
colorés bleu-vert conslitués d'hydrocarbures insaturés polymérisés. La
méthode d’Abell et Kendall est spécifique du cholestérol, mais
techniquement complexe et nécessite ['utilisation de réactifs corrosifs. En
1974, Roeschlau et Allain ont décrit la premiére méthode entiérement
enzymatique de dosage du cholestérol. La méthode décrite ci-dessous
repose sur la détermination de la A4-cholesténone formée par Ihydrolyse
enzymalique des esters du cholestérol par la cholestérol estérase, suivie de
la transformation du cholestérol en présence de cholestérol oxydase. L'sau
oxygénée formée au cours de cetle demiére réaclion est mesurée a laide
d'une réaction de Trinder. L'optimisation de I'hydrolyse des esters

(>99.5 %) permet une standardisation a l'aide de slandards primaires et
secondaires et une comparaison directe avec les méthodes de référence
du CDC et du NIST. Les valeurs post-prandiales sont légérement
inférieures aux valeurs a jeun,

La méthode de dosage du cholestérol de Rache répond aux objecits de
performance de 1992 du N.LH. (National Institute of Health) (précision et
erreur systématique inférieure ou égale a 3 %).

Sous l'action de la cholestérol-estérase, les esters du cholestérol sont
scindés en cholestérol libre et en acides gras. Dans une réaction ultérieure
catalysée par la cholestérol-oxydase le cholestérol est transformé, en
présence d'oxygéne, en cholesténe-4 one-3 avec formation d'eau
oxygénée: En présence de peroxydase, l'eau oxygénée formée réagit avec
le phénol et 'amino-4 phénazone pour former un dérivé coloré rouge
(quinoneiming).

CcE
Esters du cholestérol + 0 ———  cholestérol + RCOOH

CHOD

Cholestérol + 0, ———>  cholesténe-4 one-3 + H,0,

POD

2H;0; +4-AAP + phénol —— > colorant quinoneimine + 4 H,0
L'intensité du dérivé coloré formé est directement proportionnelle au taux
de cholestérol. Elle est déterminée en mesurant l'augmentation de
I'absorbance a 512 nm.

Réactifs - composition et concentrations

R Tampon PIPES?): 225 mmol/L, pH 6.8; Mg?": 10 mmol/L; cholate
de sodium: 0.6 mmol/L; 4-amino-antipyrine: > 0.45 mmol/L;
phénol: > 12.6 mmol/L; monoéther d'alcool gras de
polyéthyleneglycol: 3 %; cholestérol eslérase (de Pseudomonas):
225 pkat/L (2 1.5 U/mL); cholestérol-oxydase (d'E. coli):

2 7.5 pkal/L (2 0.45 U/mL); peroxydase (de raifort): = 12.5 pkat/L
(2 0.75 UImL); stabilisateurs; conservateur

a) PIPES = acide pipé
R &st en position B.
Précautions d’emploi et mises en garde

Observer toutes les précautions d'emploi et mises en garde indiquée dans
le Chapitre 1/ Introduction du présent Recueil de méthodologies.

1 4-bis!éthane-2 sulfoni
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Cholestérol, 2eme génération

Ce coffret contient des substances classées de la maniére suivante selon le
réglement CE 1272/2008:

Substances dangereuses:
3,6,9,12,15,18,21,24,27-nonaoxanonalriacontan-1-ol

Mise en garde

H319 Provoque une sévére iritation des yeux.

Prévention:

P264 Se laver les mains avec soin aprés manipulation.

P280 Porter des gants de protection/des vétements de
protection/un équipement de protection des yeux/du visage.

Réponse:

P305 + P351 EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: Rincer a l'eau

+P338 avec précaution plusieurs minutes. Enlever les lentilles de

contact si la victime en porte et si elles peuvent étre
facilement enlevées. Continuer a rincer.

P337 + P313 Silirrilation des yeux persiste: consulter un médecin,
Contact tél.: tous pays: +49-621-7590, USA: +1-800-428-2336
Préparation des réactifs

Prét a I'emploi.

Conservation et stabilité

Avant ouverture, entre 2 et 8 °C Voir date de péremption
sur 'étiquette du

cobas ¢ pack.
Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus

Sur 'analyseur, entre 10 et 15 °C 8 semaines
Analyseur COBAS INTEGRA 800
Sur l'analyseur, 2 8 °C 8 semaines

Prélévement et préparation des échantillons

Pour le prélévement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

Seuls les types d'échantillons suivants ont été testés et peuvent étre
utilisés.

Sérum .

Plasma: sang total recueilli sur héparine de lithium ou EDTA tripotassique
(Putilisation d'EDTA conduit & I'oblention de résultats légérement abaissés).

Ne pas utiliser de cilrate, d'oxalate ou de fluorure.'?
Les échantillons prélevés & jeun ou non peuvent étre utilisés pour analyse.
11

Les différents types d'échantillons indiqués ci-dessus ont éié testés 4 l'aide
d'une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du test: les tubes de prélévement des différents fabricants n'ont
pas fous €ié tesiés. Les systémes de prélévement du sang de divers
fabricants peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas,
influencer le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires
(systemes de prélévement du sang), suivre les instructions données parle
fabricant.

Les échantillons qui contiennent un précipité daivent élre centrifugés avant
l'analyse.

Annexe

cobas’

Substrats

Réalisation du test

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux instructions
relatives & l'analyseur utilisé indiquées dans le présente document. Pour les
instructions spécifiques de I'analyseur, se référer au manuel d'utilisation
approprié.

Application pour le sérum et le plasma
COBAS INTEGRA 400 plus Définition du test

Mode de mesure Absarbance
Made de calcul Point final
Mode réactionnel R-8
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A/B 512/659 nm
Calc. premier/demier 17/69
Unité mmol/L
Paramétres de pipetage
Diluant (H,0)  —
R 47 L 70 L
Echantillon 2L 23 L
Volume total 142yl

COBAS INTEGRA 800 Définition du test

Mode de mesure Absorbance
Mode de calcul Point final
Mode réactionnel R-S
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A/B 512/659 nm
Calc. premier/demier 17/98
Unité mmol/L
Paramétres de pipetage
Diluant (H,0)
R 47 1L 73 L
Echantillon 2L 20pL —
Volume total 142 uL
Calibration
Calibrateur Calibrator f.a.s.

Utiliser de I'eau désionisée pour le
calibrateur zéro.

Régression linéaire

Duplication recommandée
A chaque lot et si le contrdle de
qualité I'exige
Tracabilité: La méthode été standardisée par rapport  la DI-SMY) et selon
Abell-Kendall,

Cette standardisation répond aux exigences du National Inslitute of
Standards and Technology (NIST).
b} Dilution isotapique-spectrométrie de masse

Contréle de qualité

Type calibration
Nombre de répliques
Fréquence des calibrations

Valeurs de référence Precinorm U, Precinorm U plus,

Stabilité: 1415 7 jours entre 15 et 2% °C Precinom L ou

7 jours entre 2 et 8 ° : ; "

3 tnois entre 15 et -25 °C PreciControl ClinChem Multi 1 |
Matériel fourni Limites pathologtqueg ;:zgggm lLJ,o l:recnpalh U plus,
Voir paragraphe « Réaclifs - composilion et concentrations ». PreciControl ClinChem Multi 2 |
CHOL2 2/4 2013-08, V 5.0 Frangais
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Annexe

cobas’

Triglycérides Substrats
Références de commande
AEF CONTENT co_bas ¢ pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs
suivants
20767107 322 Triglycerides (250 tests) ystem-D 07 67107 | JO0AS NTEGTA 200 PUS
10759350 190 Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL) Syslem-ID 07 3718 6
10759350 360 Calibraor f.a.s. (12 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 3718 6
12149435 122 Precinorm U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 7999 7
12149435 160 Precinorm U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 7999 7
12149443 122 Precipath U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 8000 6
12149443 160 Precipath U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 8000 6
10171743 122 Precinorm U (20 x 5 mL) System-ID 07 7997 0
10171735 122 Precinorm U (4 x 5 mL) System-ID 07 7997 0
10171778 122 Precipath U (20 x 5 mL) System-ID 07 7998 9
10171760 122 Precipath U (4 x 5 mL) System-1D 07 7998 9
10781827 122 Precinorm L (4 x 3 mL) System-ID 07 9026 5
11285874 122 Precipath L (4 x 3 mL) System-ID 07 9500 3
05117003 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) System-ID 07 7469 3
05947626 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) System-ID 07 7469 3
05947626 160 Ersexi)Conlrol ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, pour les System-ID 07 7469 3
05117216 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) System-ID 07 7470 7
05947774 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) System-ID 07 7470 7
05947774 160 lF-'|rsel<\;;Contrc»I ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, pour les System-ID 07 74707
Frangais Principe®
Informations techniques Test colorimétrique enzymatique

Test TRIGL, test ID 0-010

Domaine d'utilisation

Test in vitro pour la déterminalion quantilative des triglycérides dans le

sérum et le plasma humains sur les analyseurs COBAS INTEGRA.

Caractéristiques’ 23458

Les triglycérides sont des esters du glycérol et de 3 acides gras a longue

ghain;e. fILSi ;roviennent en partie des aliments et sont en partie synthétisés
ans le foie.

Les dosages de triglycérides sont indiqués pour le diagnostic et le
traitement du diabéte sucré, de néphrose, d'obstruction des voies biliaires,
de troubles du métabolisme des lipides, ainsi que dans de nombreuses
maladies endocrinologiques.

Le dosage enzymatique des triglycérides, tel qu'il a été décrit par Eggstein
et Kreutz, nécessitait encore une saponification par la potasse. De
nombreux essais furent ensuite tentés pour remplacer la sapanification
chimique par une hydrolyse enzymatique faisant appel a la lipase. Bucolo
et David testérent un mélange constitué de lipase et d'une protéase,
Wahlefeld utilisa une estérase d'origine hépatique qu'il 2ssocia a une lipase
particulierement efficace de Rhizopus arrhizus.

La présente méthode repose sur les travaux de Wahlefeld et fait appel,
pour 'hydrolyse rapide et compléte des triglycérides en glycérol et acides
gras, a une lipoprotéine-lipase de microorganismes; le glycérol formé est
ensuite transformé en glycérol-3-phosphate, puis oxyde en
dihydroxyacétone-phosphate avec formation d’eau oxygénée. En présence
de peroxydase, I'eau oxygénée formée réagit avec I'amino-4 phénazone et
le chioro-4 phénol avec formation d'un dérivé coloré rouge (méthode en
point final selon Trinder). L'intensité de la coloration rouge développée est
directement proportionnelle a la conceniration en triglycérides et est
mesurée par photométrie,

LPL

triglycérides + 3 H.0 _— glycérol + 3 RCOOH

GK
glycérol + ATP ——— glycérol-3-phosphate + ADP

MG+

GPO
glycérol-3-phosphate + 0,  —— dihydroxyacétone-phosphate + Ho0,

perovydase
H,0, + amino-4 phénazone + _
chioro-4 phénol

(mono-imino-p-benzoquinone)-4 phénazane + 2 H,0 + HCI
Réactifs - composition et concentrations

R Tampon PIPES: 50 mmol/L, pH 6.8; Mg>*: 40 mmol/L; cholate
de sodium: 0.20 mmol/L; ATP: = 1.4 mmol/L;
amino-4 phénazone: 2 0.13 mmol/L;
chiloro-4 phénol: 4.7 mmol/L; LPL (d'origine microbienne):
> 83 pkat/L; GK (d'origine microbienne): > 3 pkat/L; GPO
(d'origine microbienne): > 41 pkat/L; POD (raifort): = 1.6 pkat/L;
conservaleur; slabilisateurs

R est en position B.

Précautions d’emploi et mises en garde

Observer toutes les précautions d'emploi et mises en garde indiquée dans
le Chapitre 1/ Introduction du présent Recueil de méthodologies.
Préparation des réactifs

Prét a l'emploi.

2014-06, V 8.0 Frangais
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HDLC3

HDL-Cholesterol plus 3rd generation
Order information

cobas’

Substrats

REF CONTENT cobas ¢ pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs
suivanls
: COBAS INTEGRA 400 plus

04399803 190 HDL-Cholesterol plus 3rd generalion (200 tests) System-ID 07 6833 2 COBAS INTEGRA 800
12172623 122 C.fa.s. Lipids (3 x 1 mL) System-ID 07 6570 8

12172623 160 C.fa.s. Lipids (3 x 1 mL, pour les USA) System-ID 07 6570 8

10781827 122 Precinorm L (4 x 3 mL) System-ID 07 9026 5

11778552 122 Precipath HDL/LDL-C (4 x 3 mL) System-ID 07 9028 1

05117003 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) System-ID 07 7469 3

05947626 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) System-ID 07 7469 3

05847626 160 LF'jrse:;Conlrol ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, pour les System-ID 07 7469 3

05117216 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) System-ID 07 7470 7

05947774 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) System-ID 07 7470 7

05047774 160 LP’rse':;Conlrol ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, pour les System-ID 07 7470 7

20756350 322 NaCl Diluent 9 % (6 x 22 mL) System-ID 07 5635 0
Frangais Principe?’s
Informations techniques Test colorimélrique enzymalique en phase homogéne

Test HDLCS, test ID 0-331 sur les analyseurs COBAS INTEGRA 400 plus;
test ID 0-333 sur les analyseurs COBAS INTEGRA 800

Domaine d'utilisation
Testin vitro pour la détermination quaniilative du cholestérol HDL dans le
sérum et le plasma sur les analyseurs COBAS INTEGRA.

Caractéristiques

Les HDL (High Density Lipoproteins) sont des lipoprotéines de haute
densité. Elles raménent le cholestérol des tissus périphériques vers le foie
ol il est transformé en acides biliaires qui seront excrétés par les vaies
biliaires dans l'intestin. La surveillance du cholestérol HDL présente un
intérét clinique majeur, le risque d'athérosclérose étant inversement
proportionnel au taux de cholestérol HDL. Une concentration élevée en
cholestérol HDL a un effet protecteur vis-a-vis de I'alhérosciérose, alors
qu'un faible taux de cholestérol HDL augmente le risque de maladie cardio-
vasculaire (MC), surtout si le taux de triglycérides est également augmenté.
! Différentes stratégies ont été développées afin d'élever le taux de
cholestérol HDL pour le traitement des maladies cardiovasculaires.23

Il existe plusieurs méthodes de dosage du cholestérol HDL:
I'ultracentrifugation, 'électrophorése, la chromatographie liquide haute
performance (HPLC), les méthodes par précipitation et les méthodes
directes. Ces derniéres sont utilisées en routine, Les méthodes directes de
dosage du cholestérol HDL font appel aux propriétés magnétiques de
particules (résultant de combinaisons avec un mélange polyanion/cation
métallique), ou reposent sur lutilisation conjointe de polyéthyléneglycol
(PEG) et d'anticorps anti-apolipoprotéine B et anti-apolipoprotéine ClIl.
Cette méthode automatisée de dosa(?e direct du cholestérol HDL dans le
sérum et le plasma utilise le sulfate de dextran et des enzymes modifiées
par le PEG. La cholestérol estérase et la cholestérol oxydase modifiées par
le PEG présentent une activité catalytique séleclive vis-a-vis des différentes
fractions lipoprotéiques avec une réactivité croissante dans 'ordre suivant:
LDL < VLDL = chylomicrons < HDL.4557291011,12,13,14,15,16

Les valeurs post-prandiales sont légérement inférieures aux valeurs a jeun.
Des valeurs post-prandiales comparables ont été oblenues par béta-
quantification, 71818

La mélhode directe de dosage du cholestérol HDL de Roche répond aux
objeclifs de performance pour 1998 du NIH (National Institute of Health) et
du NCEP (National Cholesterol Education Program). Les résulials de
cette méthode concordent avec ceux obtenus avec des méthades de
précipitation et d'ultracentrifugation.

La cassette COBAS INTEGRA HDL-Cholesterol plus 3rd generation est
concue pour la détermination spécifique directe du cholestérol HDL en
présence de LDL, de VLDL et de chylomicrons. Aucun prétraitement des
échantillons n'est nécessaire.

En présence d'ions magnésium et de sulfate de dextran, il se forme des
complexes hydrosolubles avec les LDL, les VLDL et les chylomicrons; ces
complexes sont résistants vis-2-vis d'enzymes modifiées par du PEG. La
concentralion en cholestérol des HDL est déterminée par voie enzymatique
a l'aide de cholestérol estérase et de cholestérol oxydase modifiées par du
PEG (environ 40 % des groupes aminés de ces enzymes sont couplés a du
PEG). Sous l'action de la cholestérol estérase, les esters du cholestérol
sont scindés en cholestérol libre et en acides gras. Dans une réaction
calalysée par la cholestérol oxydase modifiée par le PEG, le cholestérol est
transforme, en présence d'oxygéne, en Ad-cholesténone avec formation
d'eau oxygénée.

chalestérol eslérase

esters du cholestérol HDL + H,Q  modifs parle PEG cholestérol HDL +
RCOOH
cholesiérol axydase modifise
cholestérol HDL + 0, parle Ad-cholesténone + H,0,
PEG
peiarydase
2 H,0; + 4-amino-antipyrine + HSDA® + H,0 + H ———

dérivé coloré bleu-violet + 5 H,0

a) Sadium N-(hydraxy-2 sulfo-3 propyl) diméthoxy-3,5 aniline

Lintensité du dérivé coloré bleu quinonéimine formé est direciement
proportionnelle au taux de cholestérol HDL. Elle est déterminée en
mesurant l'augmentation de I'absorbance a 583 nm.

Réactifs - composition et concentrations

R1 Tampon HEPES: 10.07 mmol/L; CHES: 96.95 mmollL, pH7.4;
sulfale de dextran: 1.5 g/L; nitrate de magnésium hexahydrate:
> 11.7 mmol/L; HSDA: 0.96 mmol/L; ascorbale oxydase
(d'Eupenicillum, recombinante): > 50 pkal/L; peroxydase (de
raifort): > 16.7 pkal/L; conservateur

SR Tampon HEPES: 10.07 mmol/L; pH 7.0; cholestérol estérase
maodifiée par le PEG (de Pseudomonas): > 3.33 pkal/L; cholestérol
oxydase modifiée par le PEG (de Streplomyces, recombinanie):
> 127 pkat/L; peroxydase (de raifort): > 333 pkat/L;
4-amino-antipyrine: 2.46 mmollL; conservateur

R1 est en position B et SR est en position C.
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HDLC3

HDL-Cholesterol plus 3rd generation

Précautions d’emploi et mises en garde

Observer toutes les précautions d'emploi et mises en garde indiquée dans
le Chapitre 1/ Introduction du présent Recueil de méthedologies.
Préparation des réactifs

Prét a I'emploi.

La couleur rose du réactif cholestérol n'a aucune influence sur la réaction.
Conservation et stabilité

Avant ouverture, entre 2 et 8 °C Voir date de péremption
sur ['éliquette du
cobas ¢ pack.
Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus
Sur I'analyseur, entre 10 et 15 °C 12 semaines
Analyseur COBAS INTEGRA 800
Sur I'analyseur, a 8 °C 12 semaines

Prélévement et préparation des échantillons

Pour le prélévement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

Seulls les types d'échantillons indiqués ci-dessous ont éé testés et peuvent
étre utilisés.

Sérum.

Plasma: sang total recueilli sur EDTA tripotassique, héparinate de lithium,
d'ammonium et de sodium

Le plasma sur EDTA conduit a I'obtention de résultats diminués 2! (cf.
paragraphe Directives du NCEP)

Les échantillons prélevés & jeun ou non peuvent étre utilisés pour I'analyse.
18

Les différents types d'échantillons indiqués ci-dessus ont été testés a l'aide
d'une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du test: les tubes de prélévement des différents fabricants n'ont
pas tous éié festés. Les systémes de prélévement du sang de divers

fabricants peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas,

influencer le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires
(systémes de prélevement du sang), suivre les instructions données par le
fabricant,

Les échantillons qui contiennent un précipité doivent élre centrifugés avant
l'analyse.

Stabilité: ¢ 7 jours entre 2 et 8 °C
30 jours a-70 °C
Selon la littérature, 'EDTA stabilise les lipoprotéines.?

Matériel fourni
Voir paragraphe « Réaclifs - compasition et concentrations ».

Matériel auxiliaire nécessaire

NaCl Diluent 9 %, Réf. 20756350 322, system-ID 07 5635 0 pour la
post-dilution automatique. NaCl Diluent 9 % est placé sur le rack & une
position prédéfinie. La solution est stable 4 semaines sur les analyseurs
COBAS INTEGRA 400 plus/800.

Réalisation du test

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux instructions
relatives a I'analyseur utilisé indiquées dans le présent document. Pour les
instructions spécifiques de I'analyseur, se référer au manuel d'utilisation
approprié.

Application pour le sérum et le plasma
COBAS INTEGRA 400 plus Définition du test

Mode de mesure Absorbance
Mode de calcul Point final
Mode réactionnel R1-S-SR
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A/B 583/659 nm
Calc. premier/dernier 33/69

cobas’

Substrats

Unité mmol/L
Paramétres de pipetage

Diluant (H,0)
R1 150 pL
Echantillon 25 7.0uL
SR 50 L
Volume total 209.5 L

COBAS INTEGRA 800 Définition du test

Mode de mesure Absorbance
Mode de calcul Point final
Mode réactionnel R1-S-SR
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A/B 583/659 nm
Calc. premier/dernier 44798
Unité mmol/L
Paramétres de pipetage
Diluant (H,0)
R1 150 pL
Echantillon 2.5l 704L
SR 50 L
Volume total 209.5 pL
Calibration
Calibrateur C.f.as. Lipids

Utiliser de I'eau désionisée pour le
calibrateur zéro.

Type calibration
Nombre de répliques
Fréquence des calibrations

Régression linéaire
Duplication recommandée

A chaque lot et si le controle de
qualité I'exige

Tragabilité:'® La méthode a été standardisée par rapport & la méthode de
référence recommandée par le CDC (Center for Disease Control) (méthode
de comparaison désignée).?° Cette standardisation répond aux exigences
du protocole d'évaluation « HDL Cholesterol Method Evaluation Protocol for
Manufacturers » du systéme de référence américain « National Reference
System for Cholesterol, CRMLN (Cholesterol Reference Method Laboratory
Network) », novembre 1994,

Contrale de qualité

Valeurs de référence Precinorm L ou
PreciControl ClinChem Multi 1
Limites pathologiques Precipath HDL/LDL-C ou

PreciControl ClinChem Multi 2

Fréquence des contréles 24 heures recommandé

Séquence de conlrdle Au choix de ['ufilisateur

Controle aprés calibration Recommandé

Pour le contrdle de qualité, utiliser les malériaux de contrdle indiqués dans
la section « Références de commande ». D'autres controles appropriés
peuvent également étre utilisés,

La fréquence des conlrdles et les limites de confiance doivent étre
adapiées aux exigences du laboraloire. Les résultats doivent se situer dans

les limites de confiance définies. Chaque laboraloire devra élablir la
procédure a suivre si les résullats se situent en dehors des limites définies.

HDLC3

2/5

2014-04, V 4.0 Frangais

Annexe

o~

—



O04AMOTHICOME O

AL

Annexe

cobas’

UreBUN Substrats
Rélérences de commande

| cobas € pack(s) utksable(s) sur les analysaurs suvants
04460715 190 | Urea/BUN (500 tests) System-ID 07 6303 9 2832 }I‘,}§8’,§2 mw -

10759350 100 | Calbeator fa s (12 x 3ml) System1D 07 3718 6

10759350 360 | Calbrator fas (12 x 3ml, poutlesUSA) smmoq_nmsi

12149435 122 | Precnom U phus (10 x 3ml) System-10 07 7999 7

12149435 160 | Precnom Uplus (10 3mL, pourles USA)  System-iD 0776997

12148443 122 | Precipath U plus (10 x 3mb) ~ System-1D 07 8000 6

1214043 122 | Precpath Uphus (10 3mL pourlesUSA)  SystemiD 07 80006 e

10171743 122 | Precinom U (20 x § mL) SystemID 07 79970

10171735122 | Precnom U (4 x § ml) ~ SystemiD 07 79970 | . .
10171778 122 | Precpath U (20 x 5 ml) o System-ID 07 7998 9 e
10171760 122 | Precipath U (4 x Sml) Systom-10 07 7998 9 B -
05117003 190 | Prec:Control ClnChem Mult 1 (20 x 5 mL)  SyslemdD 0774693 | o S
05947626 190 | Prec:Control CinChem Mult 1 (4x5mb) System-1D 07 7469 3 - - -
05117216 190 | PrecControl ClnChem Muli 2 (20 x Sm) Systom-ID 07 74707 =
05947774 190 | Prec:Cortrol ClnChem Multi 2 (4 x § mL) System-ID 07 74707

Frangais Réaclifs - composition et concentrations

Informations techniques
Test UREL, test ID 0003 pout le sérum el le plasma
Test URELU, test 1D 0-004 pour funne

Domaine d'utilisation

Ymnmmhm mination quantdative de f'urée et de lazote
ureique dans des échantilons de sérum, de plasma et d'uring humains sur
BWOOBASMEGM

Caractéristiques’

L'uree est ke principal produit final du métabokisme azoté des protéines. Elle

Mwbmaruamumsmarmw
wpmwhwmmduxdaMLw
principalement excrétée par les reins mais des quantités minimes sont
egalement excrétées dans la sueur el dégradées au niveau intestinal sous
[acton de bacténes.
La determination da l'azote uréique sanguin est la méthode la plus
wwmwremmahmmm
W\wwl aux déterminations de créatining sérique, elle peut tre une
mwmm:cmmumwdmm

On observe une

Principe

Test cinétique utiisant luréase et la glutamate déshydrogénase.*345
mrmammrwwmmmmmum
Lors d'une seconde le avec lammoniac en

Wu
pour chagque hydrolysée.

sont oxydées en mole d'urée
Urtase
Urée + 2H,0 - 2NH, + COF
GLon
m.-owm.mu —>  |-glutamate + NAD* + H,0

mamwwwdmumm
wmummmuh T'échantilon. Elle est déterminée en mesurant
labsorbance & 340 nm.

R1  Tampon TRIS: 220 mmoll; 2-oxoglutarate: 73 mmoll.
NADH: 2.5 mmolL; ADP: 6.5 mmollL; uréase (de Canavalia
ensilormis): 2 300 pkatd; GLDH (bovin): 2 B0 pkatL; stabikisateurs,
pHBSE

R1 est en position B.
Pmd'mwuuimmga@l i
e TR ™
Préparation des réactifs
Prét & femploi.
Conservation et stabilité
Avant ouverture, entre 2 et 8 °C Vorr date de péremption
sur létiquette du
cobas ¢ pack.
Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus
Sur lanalyseur, entre 1021 15°C 8 semaines
Analyseur COBAS INTEGRA 800
Sur [analyseur, 48 °C 8 semaines

Prélevement et préparation des échantilions

Pour la prélévement et la préparation des échantiions, utliser uniquement
des tubes ou récipients da recueil appropriés,

Seuls les types d'échantillons suivants ont ét testés et peuvent étre

Sérum
Plasma: sang total recuedli sur hépannate de Ithium, EDTA ou fluorure. N
m'\! inate d'ammonum. - g

dhéparinate
ﬂﬁn:wmmmrmmuw
concentration d'azole atmosphérique élevée et une contamination par des
mmmﬂwﬁdtﬁbﬂmdﬁr&mw

indiqués cldessus ont &8 lestés a lada
d'une sélection de lubes da prélévement disponibles dans le commerce au
moment du lest: les tubes de prélévement des différents fabnicants n'ont

[‘ Wammmm).mmmw' données par le
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CREJ2

Créatinine Jaffé, 2éme génération - Urine
Références de commande

Annexe

cobas’

Substrats

cobas ¢ pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs

CONTENT suivanis
COBAS INTEGRA 400 plus
04810716 190 Crealinine Jaffé Gen.2 (700 tests) Syslem-ID 07 628 2 | ~rp 5 INTEGRA 800
10759350 190 Calibrator f.a.s. (12 x 3mL) System-ID 07 3718 6
10759350 360 Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 3718 6
03121313 122 Precinorm PUC (4 x 3 mL) System-ID 07 6756 5
03121291 122 Precipath PUC (4 x 3 mL) System-ID 07 6757 3
Frangais SR Acide picrique: 38 mmoliL, pH 6.5; tampon non réaclif
Informations techniques R1 est en position B et SR est en position C.

Test CRJ2U, test ID 0-546 sur les analyseurs COBAS INTEGRA 400 plus;
test ID 0-346 sur les analyseurs COBAS INTEGRA 800

Domaine d'utilisation

Test in vilro pour la détermination quaniilalive de la créalinine dans lurine
humaine sur les analyseurs COBAS INTEGRA.

Caractéristiques'?*4%

La maladie rénale chronique comporte un risque important de
morbi-mortalité cardiovasculaire et est un probleme mondial. Les directives
actuelles définissent la maladie rénale chronique comme une insuffisance
rénale caraclérisée par un taux de filiration glomérulaire (TFG) inférieur a
60 mL/min/1.73 m? pendant trois mois et plus, quelle qu'en soit la cause.
Le dosage de la créatinine dans le sérum ou le plasma est le test le plus
communément pratiqué pour évaluer la fonclion rénale. La créatinine est un
produit de dégradation du phosphate de créaine dans le muscle. Elle est
normalement produite & un taux constant en fonction de la masse
corporelle. Elle est filtrée en trés grande partie dans le glomérule mais n'est
pas réabsorbée par les tubules en quantilé appréciable. Une pelile quantité
significative est également sécrétée activement.

Comme la créatining n'est augmentée dans le sang que lors de lésions des
néphrons, celle-ci ne permet pas la détection précoce d'une affection
rénale. La clairance de la créalinine, mesurée a partir de la concentration
en créatinine dans I'urine, le sérum ou le plasma et le débit urinaire,
conslitue un test bien plus sensible donnant une meilleure estimation du
taux de filtration glomerulaire (TFG). Pour réaliser ce test, les urines
recueillies dans un laps de temps déterminé (habituellement 24 heures) et
un échantillon de sang sont nécessaires. Cependant, comme ce test
comporte un risque d'erreur en raison de I'étroitesse de la période du
recueil de l'urine, des tentatives mathématiques d'estimation du TFG sur la
seule base de la concenlration en créalinine dans le sérum et le plasma ont
été faites. Parmi les diverses approches suggérées, deux ont trouvé une
|large approbation: la formule de Cockroft et Gault, et la formule MDRD.
Tandis que la premiére est dérivée de données oblenues avec la méthade
de Jaffé conventionnelle, une version plus récente de la seconde est
utilisable pour les méthodes de mesure de créafinine (ragables via DI-MS.
Les deux formules sont applicables pour les adultes. Chez les enfants, il
convient d'uiliser la formule de Schwartz.67#2

En dehors du diagnostic et du traitement de linsuffisance rénale, du
monitoring de la dialyse rénale, les mesures de créatinine servent a
calculer I'excrétion fractionnelle d'autres analytes (albumine, a-amylase, par
ex.). De nombreuses méthades de détermination de la créalinine ont été
décrites. Parmi les tests automatisés utilisés en routine de laboratoire, on
trouve la méthode de Jaffé au picrate alcalin sous diverses variantes et des
méthodes enzymatiques.

Principe'®1112

Ce test colorimétrique cinétique se fonde sur la méthode de Jaffé, En milisu
alcalin, la créalinine forme avec le picrate un complexe jaune rouge. La
vitesse de formation de la coloration est praportionnelle a la concentration
en créalinine dans I'échantillon.

pH alcalin
créatinine + acide picrique — complexe jaune orangé
Réactifs - composition et concentrations
Ri  Hydroxyde de potassium: 300 mmol/L; phosphate: 135 mmol/L;
pH2135

Précautions d’emploi et mises en garde

Observer toutes les précautions d'emploi et mises en garde indiquée dans
le Chapitre 1/ Introduction du présent Recueil de méthodologies.

Ce coffret contient les substances suivantes classées selon la directive
européenne 1999/45/CE:

= R1 contient de 'hydroxyde de potassium 5 % (p/p).

piawill G Corrosif

R1 Explosif a 'élat sec.

R4 Forme des composés métalliques explosifs trés sensibles.

R34 Provoque des brilures.

S 24/25 Eviter le contact avec la peau et les yeux.

S26 En cas de contact avec les yeux, laver immédiatement et
abondamment avec de l'eau et consulter un spécialiste.

§35 Ne se débarrasser de ce produit et de son récipient qu'en
prenant toutes précautions d'usage.

§36/37/39  Porter un vétement de protection approprié, des gants et un
appareil de protection des yeux/du visage.

S45 En cas d'accident ou de malaise, consulter immédiatement

un médecin (si possible lui montrer 'étiquette).
Contact tél.: tous pays: +49-621-7590, USA: +1-800-428-2336
Préparation des réactifs
Prét a I'emploi.
Conservation et stabilité

Avant ouverture, entre 15 et 25 °C Voir date de péremption
sur l'étiquette du
cobas ¢ pack.
Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus
Sur l'analyseur, entre 10 et 15 °C 8 semaines
Analyseur COBAS INTEGRA 800
Sur I'analyseur, a 8 °C 8 semaines

Prélévement et préparation des échantillons™

Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

Recueillir l'urine sans additifs. Si 'urine doit &tre recueillie avec un
conservateur pour d'autres analytes, utiliser uniquement I'acide
chlorhydrique (14 & 47 mmol/L d'urine, par ex. 5 mL 10 % HCl ou

5mL 30 % HCl par litre d'urine) ou I'acide borique (81 mmol/L, par ex. 5 g
par litre d'urine).

Lanalyseur gére la prédilution des échantillons d'urine au 1/25

(rapport 1 + 24) avec de l'eau.
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J2

Créatinine Jaffé, 2eme génération - Urine

Stabilité sans conservateur:1 2 jours entre 15 et 25 °C

6 jours entre 2 et 8 °C
6 mois entre -15 et -25 °C

Stabilité avec conservateurs:1s 3 jours entre 15 et 25 °C

8 jours enlre 2 et 8 °C

3 semaings entre -15 et -25 °C
Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».

Réalisation du test

Pour garantir le bon fonqt_ionr_]emeng du test, se conformer aux instructions
relatives & I'analyseur utilisé indiquées dans le présent document. Pour les
instructions spécifiques de lanalyseur, se référer au manuel d'utiisation

Annexe

cobas

Substrat

Type calibration
Nombre de répliques
Fréquence des calibrations

Régression linéaire
Duplication recommandée

Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus:

A chaque cobas ¢ pack, tous les 7 jours

etsile contréle de qualité l'exige

Analyseur COBAS INTEGRA 800: A
chaque lot et si le contréle de qualité
l'exige

Tragabilité: La méthode a é1é standardisée par rapport a ''D/MS.2

Pour les USA, la méthode a 616 standardisée par rapport a un matériel de

référence primaire (SRM® 914 et SRM 967 (IDMS))
a) Dilution isotopique/spectrométrie de masse
b) Standard Reference Malerial

approprié.
Applications pour l'urine

COBAS INTEGRA 400 plus Définition du test

Mode de mesure Absorbance
Mode de calcul Cinétique
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A/B 512/583 nm
Calc. premier/dernier 40/49
Mode réactionnel D-R1-S-SR
Facteur de prédilution 25
Unité mmol/L
Paramétres de pipetage

Diluant (H,0)
R1 13 L 71l
Echantillon 10 pL 20 pL
SR 174l 16 L
Volume total 147 pL

COBAS INTEGRA 800 Définition du test

Contréle de qualité

Valeurs de référence Precinorm PUC

Limites pathologiques Precipath PUC
Fréquence des contréles 24 heures recommandé
Séquence de controle Au choix de I'utilisateur

Conlréle aprés calibration Recommandé

Pour le contrdle de qualité, utiliser les matériaux de contrale indiqués dans
la section « Références de commande ». D'autres conlrales appropriés
peuvent également étre utilisés.

La fréquence des contrdles et les limites de confiance doivent étre
adaptées aux exigences du laboraloire. Les résultats doivent se situer dans
les limites de confiance définies. Chaque laboratoire devra établir la
procédure a suivre si les résultals se situent en dehors des limites définies.
Se conformer a la réglementation gouvernementale et aux directives
locales en vigueur refatives au controle de qualité.

Calcul des résultats

Les analyseurs COBAS INTEGRA calculent automatiquement la
concentration en analyte de chaque échantillon, Pour plus de détails, se
référer a la partie Données analytiques de I'Aide en ligne (pour les
analyseurs COBAS INTEGRA 400 plus/800).

Facteur de conversion: mmol/L x 11.3 = mg/dL

Limites d’utilisation - interférences
Critére d'acceptabilité: Recouvrement dans les limites de décision pour les

Mode de mesure Absorbance adultes (créatinine: 20 mmol/L dans I'uring) + 10 % de la valeur initiale.
Mode de calcul Cinétique I(gtg:ggzlis) diinterférence significalive par la bilirubine jusqu'a 855 pmol/L
Sens dela réaction Croissant Heémolyse: Pas diinterférence significative par I'hémoglobine jusqu'a
Longueur d'onde A/B 512/583 nm 683 pmol/L (1100 mg/dL).
T 12 médicaments fréquemment administrés ont été testés in vitro: aucune
Calc. premieridernier = interférence n'a été observée. Exception: L'hydroxacobalaming (Cyanokit)
Mode réactionnel D-R1-S-SR peitt conduire & l'obtention de résuliats artificiellement bas.
Facteur de prédilution 25 Le glucose < 117 mmollL (< 2100 mg/dL) et I'urobilinogéne < 676 pmol/L
s " (< 40 mg/dL) ne génent pas la réaction.
Uiks fno Des concentrations élevées d'acide pomogentisiqye dans les échantillons
Paramétres de pipetage d unng conduisent a Iob’tenlfon de résultals errorjes. . )
; La présence de corps cétoniques peut conduire & l'oblention de résultals
Diluant (H;0) artificiellement élevés dans l'urine.
R1 13pL 41pL Dans de trés‘ra[es, cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
Echantillon 104L 304L t(arprzf,‘réjsg?l‘gbuhnemle de Waldenstrom), peut conduire a des résultats
SR 7L 36 L L'estimation du débit de fliration glomérulaire (DFG) & partir de la formule
Volume total 147 4L de Schwartz peut conduire & une surestimation.?
Pour le diagnastic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux
Calibration données de I'anamnése du patient, au tableau clinique et aux résulfats
: i d'autres examens,
torf.as. g
Calibrateur Cél_lbra or f,a s o ACTION NECESSAIRE
Utiliser de I'eau désionisée pour le Programmation de lavages spéciaux: Sur les analyseurs
calibrateur zéro, COBAS INTEGRA, certaines combinaisons de tests nécessitent la
programmation d'élapes de lavage spéciales. Pour de plus amples
CRJ2U 2/4 2014-04, V 7.0 Frangais
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Annexe

cobas’

Uric Acid ver.2 Substrats
Références de commande

CONTENT cobas ¢ pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs

Suivanls

03183807 190 | Uric Acid ver.2 (400 fests) System D 07 66151 | SOBAS Iicons o e
10759350 190 | Calibralor f.a.s. (12x3mL) System-ID 07 3718 6

10759350 360 | Calibralor f.a.5. (12 x 3mL, pour les USA) System-ID 07 3718 6

12149435 122 | Precinorm U plus (10x 3 mL) System-ID 07 7999 7

12149435 160 | Precinorm U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 7999 7

12149443 122 | Precipath U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 8000 6

12149443 160 | Precipath U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 8000 6

10171743 122 | Precinorm U (20 x 5 mL) System-ID 07 7997 0

10171735 122 | Precinorm U (4 x 5 mL) System-ID 07 7997 0

10171778 122 | Precipath U (20 x 5 mL) System-ID 07 7998 9

10171760 122 | Precipath U (4 x 5 mL) System-ID 07 7998 9

05117003 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5mL) System-ID 07 7469 3

05347626 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x5mL) System-ID 07 7469 3

05947626 160 LPJ';SC”'W' ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, pour les System-ID 07 7469 3

05117216 190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) System-ID 07 7470 7

05947774 190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (4x5mL) System-ID 07 7470 7

05947774 160 ErSeXgComrol ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, pour les System-ID 07 7470 7
Francais Principe

Informations techniques
Test UA2, test ID 0-615 (sérum, plasma)
Test UAU2, test ID 0-515 (urine)

Domaine d'utilisation

Test in vitro pour la détermination quantitative de I'acide urique dans des
échantillons de sérum, de plasma et d'urine humains sur les systémes
COBAS INTEGRA.

Carac‘érisﬁques1,2,3,4,5,s,7,s;e,10,11,12.13,14

L'acide urique est le produit final du métabolisme des purines dans
Forganisme humain. Le dosage de l'acide urique s'utilise dans le diagnostic
et le suivi d'atteintes rénales et de troubles du métabolisme, tels que
lnsuffisance rénale, la goutte, les leucémies, le psoriasis, dans les états de
jedne ou d'autres troubles nutritionnels ainsi que chez les palients sous
traitement cytoslalique.

L'oxydation de I'acide urique est 3 la base de deux procédés permettant la
détermination quantilative de ce produit du métabalisme des purines. L'un
fait appel & la réduction de l'acide phosphotungstique dans une solution
alcaling; le bleu de tungsténe formé est mesuré par photométrie. Cette
méthode n'est pas spécifique en raison de linterférence de médicaments et
de substances réducirices autres que Iacide urique.

Le deuxiéme procéds, décrit par Praetorius et Poulsen, fait appel & I'uricase
pour l'oxydation de l'acide urique. Ce procéds ne présente plus les
Interférences inhérentes & loxydation chimique. L'uricase peut élre utilisée
dans des tests UV (mesure de la consommation d'acide urique dans F'UV)
ou colorimétriques (en faisant appel 2 d'autres enzymes).

Un test colorimétrique a été développé par Town et coll. L'échantillon est
incubé en présence d'un réactif contenant de Fascorbale oxydase et un
systeme clarifiant. L'acide ascorbique est éliminé dans une réaction
préfiminaire pour ne pas géner la réaction indicatrice. Aprés addition du
réactif de déclenchement de la réaction, commence P'oxydation de l'acide
urique en présence d'uricase,

La méthode Roche décrite ci-dessous est une variante de la méthode
colorimétrique décrite précédemment. En présence de peroxydase (POD),
I'eau oxygénée formée réagit avec amino-4 phénazone et le TOOS pour
former un complexe quinongimine. L'intensité de la coloration rouge
développée est directement proportionnelle 2 la concentration en acide
urique dans Péchantillon et est mesurée par pholométrie.

Test colorimétrique enzymatique

L'acide urique est catalysée par luricase pour former de I'allantoine et de
l'eau oxygénée.

uricase
Acide urique + 2H,0+0, ————— = allantoine + CO, + H;0,
peroxydase
2H,0, + H* + TOOS? + amino-4 phénazone —_—
dérivé quinonéimine + 4 H,0

a) [N-éL‘vyl-(3~méthylanlﬂnc)}zhydmxyplopyl-:i-sulfonale de sodium

Lintensité de la couleur de la quinonéimine formée est directement
proportionnelle a la concenration d'acide urique qui est déterminge en
mesurant l'augmentation de 'absorbance & 552 nm.

Réactifs - composition et concentrations

R1 Tampon phosphate: 0.05 mollL, pH 7.8; TOOS: 7 mmollL;
monoéther d'alcool gras de polyethyléneglycol: 4.8 %; ascorbate
oxydase (EC 1.10.3.3; cucurbita) > 83.5 pkat/L (25 °C);
stahilisateurs

SR Tampon phosphate: 0.1 mollL, pH 7.8; hexacyanoferrate (II) de
potassium: 0.3 mmol/L; amino-4 phénazone > 3 mmol/L; uricase
(EC 1.7.3.3; d'Arthrobacter protophormiae) > 83.4 pkatlL (25 °C);
peroxydase (POD) (de raifort; EC 1.11.1.7) > 50 pkat/L (25 °C);
stabifisateurs

R1 est en position B et SR est en position C.

Précautions d’emploi et mises en garde

Observer toutes les précautions d'emploi et mises en garde indiquée dans
le Chapilre 1/ Introduction du présent Recueil de méthodolagies.

Ce coffrel contient des substances classées de la maniére suivante selon le
reglement CE 1272/2008:

Substances dangereuses:
3,6,9,12,15,18,21,24,27-nonaoxanonatriacontan-1-ol

Isodécanol éthoxylé
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cobas’

Uric Acid ver.2 Substrats
Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».
Réalisation du test
Pour garantir le bon fonctionnement du test, se canformer aux instructions
Danger refatives a I'analyseur utilisé indiquées dans le présent document, Pour les
instructions spécifiques de l'analyseur, se référer au manuel d'utilisation
H318 Provoque des lésions oculaires graves. approprie.
Prévention Application pour le sérum, le plasma et |'urine
P280 Porter des gants de protection/des vétements de GOBAS [T ECHR 400 pll Dt du S
protection/un équipement de protection des yeux/du visage.  Mode de mesure Absorbance
Réponse Mode de calcul Point final
P305 + P351 EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: rincer avec Sens de la réaction Croissant
+P338 précaution a l'eau pendant plusieurs minutes. Enlever les Longueur donde AB 552/659 nm
lentilles de contact si la victime en porte et si elles peuvent
étre facilement enlevées. Continuer a rincer. Calc. premier/demnier 33/39
P310 Appeler immédiatement un CENTRE ANTIPOISON outn U1 Pl
médecin. Sérum, plasma
Contact tél.: tous pays: +49-621-7590, USA: +1-800-428-2336 Mode réactionnel R1-S-SR
Préparation des réactifs Urine
Prét a lemploi. Made réactionnel D-R1-S-SR
Conservation et stabilité Facteur de prédilution 11
Avant ouverture, entre 2 et 8 °C \s/L?rlli‘gg:q% ggepgzemption Paramétres de pipetage
cobas ¢ pack. Sérum, plasma, urine Diluant (H;0)
Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus Ri 724l
Sur l'analyseur, entre 10 et 15 °C 12 semaines Echantillon 3L 45 L
Analyseur COBAS INTEGRA 800 SR 14 L
Sur I'analyseur, 8 °C 8 semaines Volume total 134 uL
Prélévem('er‘lt et préparatior’x des .échamil’lons ) - ) COBAS INTEGRA 800 Définition du test
Pour le prélévement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés. Mode de mesure Absorbance
Seuls les types d'échantillons suivants ont été testés et peuvent étre Mode de calcul Point final
utilisés. 5 % 2
S&rum Sens de la réaction Croissant
Plasma: sang total recueilli sur héparine (Li, Na, NH,*) ou sur EDTA (K, Longueur d'onde A/B 552/659 nm
Ka) A ;
Les résultats obtenus dans le plasma recueilli sur EDTA sont d'environ 8 % Cafc: Premieidsrisr 5 £
inférieurs a ceux obtenus dans le sérum., Unité pmol/L
Les différents types d'échaniillons indiqués ci-dessus ont été testés a 'aide Sérum, plasma
d'une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au % e
moment du test: les tubes de prélévement des différents fabricants n'ont Mode réactionnel R1-8-SR
pas fous éé testés. Les systémes de prélévement du sang de divers Urine
fabricants peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas, L
influencer le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires Mode réactionnel D-R1-S-SR
gyt/;ilcéanrw‘e‘as de prélevement du sang), suivre les instructions données parle  Eateur de prédilution 11
Urine: effectuer l'analyse aussitot que possible. Ne pas réfrigérer. Afin Paramétres de pipetage
d'éviter la précipitation d'uréate dans les échantillons d'urine, ajouter de . y '
I'hydroxyde de sodium pour conserver I'urine alcaline (pH > 8.0). Pour Sérum, piasma, urine Diluant (H;0)
garantir l'obtention de la stabilité de l'acide urique indiquée, ajouter du R1 72l
NaOH avant le recueil de I'échantillon. E il
L'analyseur gére la prédilution des échantillons d'urine au 1/11 (rapport Chanidon 8L 45k
1+10) avec de 'eau. SR 14 L
Les échantillons qui contiennent un précipité doivent élre centrifugés avant Volume total 134 L
I'analyse.
- p : Calibration
Stabilité dans le sérum/piasma:’® 5 jours entre 2 et 8 °C 5 )
6 mols entre -15 et -25 °C Calibrateur Calibrator f.a.s.
Utiliser de I'eau désionisés pourle
Stabilité dans I'urine’® 4 jours entre 15 et 25 °C calibrateur zéro. o
(additionnée de NaOH): Type calibration Régression lindaire
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Annexe

cobas’

Aspartate Aminotransferase Enzymes
Références de commande
REF CONTENT cqbas ¢ pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs
suivanls
; COBAS INTEGRA 400 plus

20764949 322 Aspartate Aminotransferase (500 tests) System-ID 07 6494 9 COBAS INTEGRA 800

10759350 190 Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL) System-ID 07 3718 6

10759350 360 Calibralor f.a.s. (12 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 3718 6

12149435 122 Precinorm U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 7999 7

12149435 160 Precinorm U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 7999 7

12149443 122 Precipath U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 8000 6

12149443 160 Precipath U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-1D 07 8000 6

10171743 122 Precinorm U (20 x 5 mL) System-ID 07 7997 0

10171735 122 Precinorm U (4 x 5 mL) System-ID 07 7997 0

10171778 122 Precipath U (20 x 5 mL) System-ID 07 7998 9

10171760 122 Precipath U (4 x 5 mL) System-ID 07 7998 9

05117003 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) System-ID 07 7469 3

05947626 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) System-ID 07 7469 3

05947626 160 ErS?Xi)Conlrol ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, pour les System-ID 07 7469 3

05117216 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) System-ID 07 7470 7

05947774 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) System-ID 07 7470 7

05947774 160 BrSe:;ControI ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, pour les System-ID 07 74707

Francais ST
Informations techniques L-Aspariate + 2-oxoglutarate > oxaloacétate + L-glutamate
Test ASTL, test ID 0-494

Domaine d'utilisation MO

Test in vitro pour la détermination quantitative de I'activité catalytique de
I'AST (EC 2.6.1.1; L-aspartate: 2-oxaglutarate aminotransférase) dans le
sérum et le plasma humains sur les analyseurs COBAS INTEGRA.

La présente fiche technique décrit l'application pour I'AST sans activation
par le pyridoxal phosphate (test ASTL, 0-494). L'application pour I'AST avec
activalion par le pyridoxal phosphate est décrite dans la fiche technique
Aspartate Aminotransferase - Pyridoxal phosphate activated.
Caractéristiques’?

L'aspartale-aminotransférase (AST) est présente dans de nombreux tissus
et plus particuliérement dans les tissus hépatique, cardiaque, musculaire,
ainsi que dans les reins. Les maladies impliquant ces tissus se manifestent
par des taux sériques élevés. Les maladies hépatobiliaires comme la
cirrhose, les carcinomes métastatiques et les hépaliles virales augmentent
également les taux d'AST dans le sérum. Suite a un infarctus du myocarde,
le taux d'AST sérique augmente et atteint son maximum 2 jours aprés
l'attaque.

Le taux d'AST sérique peut étre diminué chez les patients dialysés ou
présentant une carence en vitamine Bg. Cetle diminution apparente de
l'aclivité de 'AST peut étre due a une diminution du pyridoxal phosphate,
groupement prosthétique des AST, conduisant & une augmentation du
rapport apoenzyme/holoenzyme.

2 isoenzymes de 'AST ont été détectées, 'une cytoplasmique et 'autre
mitochondriale. Le sérum normal ne contient que des isoenzymes
cytoplasmiques. En revanche, lors des maladies coronariennes ou
hépatobiliaires, le sérum contient les deux formes d'isoenzyme.

Principe

Selon les recommandations de la Fédération Internationale de Chimie
Clinique (IFCC) mais sans pyridoxal-5*-phosphate.34

L’AST de I'échantillon calalyse le transfert du groupement amine entre le
L-aspartate et le 2-oxoglutarate pour former de I'oxaloacétale et du
L-glutamate. L'oxaloacélale réagit ensuite avec le NADH, en présence de
malate-déshydrogénase (MDH), pour former du NAD*.

Oxaloacétate + NADH + H* = L-malate + NAD*

La vitesse de formation du NADH est directement proportionnelle a l'activité
calalytique de I'AST. Elle est déterminée par la diminution de l'absorbance
4340 nm.

Réactifs - composition et concentrations

R1  Tampon TRIS: 264 mmol/L, pH 7.8 (37 °C); L-aspartate:
792 mmol/L; MDH (de microorganismes): > 24 pkat/L; LDH (de
microorganismes): > 48 pkat/L; albumine (bovine): 0.25 %;
conservateur

SR NADH: 2 1.7 mmol/L; 2-oxoglutarate: 94 mmol/L, conservateur

R1 est en position A, SR est en position B et C.

Précautions d’emploi et mises en garde

Observer toutes les précautions d'emploi et mises en garde indiquée dans
le Chapitre 1/ Introduction du présent Recueil de méthodologies.

Préparation des réactifs
Prét a l'emploi.
Conservation et stabilité

Avant ouverture, entre 2 et 8 °C Voir dale de péremption
sur l'étiquette du

cobas ¢ pack.
Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus

Sur l'analyseur, entre 10 et 15°C 12 semaines
Analyseur COBAS INTEGRA 800
Sur I'analyseur, a 8 °C 12 semaines

Prélévement et préparation des échantillons

Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.
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ALTL

Alanine aminotransférase
Références de commande

cobas’

Enzymes

cobas ¢ pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs
Rex CONTENT suivants
20764957 322 Alanine Aminotransferase (500 tests) System-ID 07 64957 88522 :mgggﬁ 388 plus
10759350 190 Calibralor f.a.s. (12 x 3 mL) System-ID 07 3718 6
10759350 360 Calibralor f.a.s. (12 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 3718 6
12149435 122 Precinorm U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 7999 7
12149435 160 Precinorm U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 73399 7
12149443 122 Precipath U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 8000 6
12149443 160 Precipath U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 8000 6
10171743 122 Precinorm U (20 x 5 mL) System-ID 07 7997 0
10171735 122 Precinorm U (4 x 5 mL) System-ID 07 7997 0
10171778 122 Precipath U (20 x 5 mL) Sysiem-ID 07 7998 9
10171760 122 Precipath U (4 x 5 mL) System-ID 07 7998 9
05117003 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) System-ID 07 7469 3
05947626 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) System-ID 07 7469 3
05047626 160 Ersex;ComroI ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, pour les Syslem-ID 07 7469 3
05117216 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) System-ID 07 7470 7
05947774 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) System-ID 07 7470 7
05947774 160 Lszﬁ%Control ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, pour les System-ID 07 7470 7
Francais

Informations techniques
Test ALTL, test ID 0-495

Domaine d'utilisation

Test in vitro pour la détermination quantitative de l'aclivité calalytique de
I'ALT (EC 2.6.1.2; L-alanine: 2-oxoglutarate aminotransférase) dans le
sérum et le plasma humains sur les analyseurs COBAS INTEGRA.

La présente fiche technique décrit 'application pour I'ALT sans activation
par le pyridoxal pho?hate (test ALTL, 0-495). L'application pour 'ALT avec
activation par le pyridoxal phosphate est décrite dans la fiche technigue
Alanine Aminotransferase Pyridoxal Phosphate Activated.
Caractéristiques’?

L'enzyme alanine-aminolransférase (ALT) est présente dans de nombreux
tissus. On la trouve surtout dans le foie, d'oll I'intérét de mesurer son
aclivité pour le diagnostic des maladies hépatiques. Les taux sériques
d'ALT sont élevés lors d’hépalite, de cirthose, d'ictére par obstruction,
d'épithéliome du foie, de méme que chez les alcooliques chroniques. L'ALT
est légérement élevée chez les patients souffrant d'un infarcius du
myocarde sans complication,

Bien que 'AST (aspartale-aminotransférase) et PALT sériques augmentent
foutes les deux lorsque une maladie altére Iintégrilé des cellules
hépatiques, I'ALT est plus spécifique du foie. De plus, les augmentations
dactivité de I'ALT persistent davantage que celles de 'AST.

Chez les patients présentant une carence en vitamine Bg, Iactivité de
I'aminotransférase sérique peut étre diminuge. Cette diminution apparente
de l'activité de I'aminotransférase peut étre due & une diminution du
pyridoxal phosphate, groupement prosthétique des aminotransférasss,
conduisant a une augmentation du rapport apoenzyme/holoenzyme.

Principe

Selon les recommandations de la Fédération Internationale de Chimie
Clinique (IFCC) mais sans pyridoxal-5'-phosphate.34

L'ALT calalyse la réaction entre la L-alanine et le 2-oxoglutarate, Le

pyruvale formé est réduit par le NADH, dans une réaction calalysée par la
lactate-déshydrogénase (LDH), pour former du L-lactate et du NAD*.

ALT

L-alanine + 2-oxoglutarale —> pyruvale + L-glutamate

LDH
pyruvale + NADH + H* —> L-lactale + NAD*

La vitesse initiale de formation du NADH est directement proportionnelle &
I'activité catalytique de I'ALT. Elle est déterminée par la diminution de
I'absorbance a 340 nm.

Réactifs - composition et concentrations

R1  Tampon TRIS: 224 mmol/L, pH 7.3 (37 °C); L-alanine:
1120 mmol/L; albumine (bovine): 0.25 %; LDH (de
microorganismes): > 45 pkal/L; stabilisateurs; conservateur
SR 2-Oxoglutarate: 94 mmol/L; NADH: 2 1.7 mmollL; conservateur
R1 est en position B et SR est en position C.
Précautions d’emploi et mises en garde
Observer toutes les précautions d'emploi et mises en garde indiquée dans
le Chapitre 1/ Introduction du présent Recueil de méthodologies.
Préparation des réactifs
Prét a l'emploi,

Conservation et stabilité
Avant ouverture, entre 2 et 8 °C Voir date de péremption
sur ['étiquette du
cobas ¢ pack.
Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus
Sur l'analyseur, entre 10 et 15 °C 12 semaines
Analyseur COBAS INTEGRA 800
Sur I'analyseur, a 8 °C 12 semaines

Prélévement et préparation des échantillons
Pour le prélévement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

Sels les types d'échantillons indiqués ci-dessous ont été testés et peuvent
étre utilisés.

Sérum (exempt d'hémolyse)

Plasma (exempt d'hémolyse): Plasma recueilli sur héparinate de lithium ou
EDTA. Ne pas utiliser d'autres anticoagulants.

Utiliser de préférence du sérum exempt d'hémolyse.
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LTL

Alanine aminotransférase

Les différents types d'échantillons indiqués ci-dessus ont été testés a l'aide
d'une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du test: les tubes de prélévement das différents fabricants n'ont
pas tous été testés. Les systémes de prélévement du sang de divers
fabricants peuvent conlenir différents matériaux pouvant, dans certains cas,
influencer le résullat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires
(systémes de prélévement du sang), suivre les instructions données par le
fabricant.

Les échantillons qui contiennent un précipité doivent élre cenlrifugés avant
l'analyse.

Stabilité: 3 jours entre 15 et 25 °C56

7 jours enlre 2 et 8 °C58
> 7 jours a-70 °C®

Matériel fourni

Voir paragraphe « Réaclifs - compasition et concentrations ».

Réalisation du test

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux instructions
relatives a I'analyseur utilisé indiquées dans le présent document. Pour les
instructions spécifiques de 'analyseur, se référer au manuel d'utilisation
approprié.

Application pour le sérum et le plasma

COBAS INTEGRA 400 plus Définition du test

Annexe

cobas’

Enzymes

Type calibration
Nombre de répliques
Fréquence des calibrations

Régression linéaire
Duplication recommandée

A chaque lot et si le contréle de
qualité I'exige

Tragabilité: La méthode a été standardisée manuellement par rapport 2 la
formule originale de IFCC mais sans pyridoxal-5-phosphate (utilisation de
pipettes calibrées et d'un photométre manuel donnant des valeurs
absolues, et caleul de I'activité enzymatique & l'aide du coefficient
d'extinction € spécifique du substraf).”

Contrdle de qualité

Valeurs de référence Precinorm U, Precinorm U plus ou
PreciControl ClinChem Multi 1

Limites pathologiques Precipath U, Precipath U plus ou
PreciControl ClinChem Multi 2

Fréquence des contréles 24 heures recommandé

Séquence de contréle Au choix de l'utilisateur

Controle aprés calibration Recommandé

Pour le contréle de qualité, utiliser les malériaux de contrale indiqués dans
la section « Références de commande ». D'autres canlrdles appropriés
peuvent également élre utilisés.

La fréquence des contréles et les limites de confiance doivent étre
adaptées aux exigences du laboratoire. Les résultats doivent se situer dans

Mode de mesure Absorbance les limites de confiance définies. Chaque laboratoire devra établir la
Mode de caleul Cinétique procédure a suivre si les résultals se situent en dehors des limites définies.
Mode réactionnel R1-S-SR Se conformer a la réglementation gouvernementale et aux directives
bkt % locales en vigueur relatives au conlrdle de qualité.
Sens de la ‘reacnon Déclronasant Calcul des résultats
Longueur d'onde A/B 340/378 nm Les analyseurs COBAS INTEGRA calculent automatiquement I'activité en
Calc. premier/dernier 39/64 analyte de chaque échantillon. Pour plus de détails, se référer a la partie
= Données analytiques de 'Aide en ligne (pour les analyseurs
Unité UL COBAS INTEGRA 400 plus/800).
Paramétres de pipetage Facteur de conversion: U/L x 0.0167 = pkal/L
Diluant (H,0) Limites d’utilisation - interférences
R 504L 10uL Cr}tere d'acceptabilité: Recouvrement £ 10 % de la valeur initiale,
i L 281 Sérum, plasma
Echantilon I H Ictere:® Pas d'interférence significative jusqu'a un indice | de 60 pour la
SR 17l guL gi:irubine conjuguée et non conjuguée (concentra:}on approximati)ve en
ilirubine conjuguée et non conjuguée: 1026 pmol/L ou 60 mg/dL).
Volume tolal 132 pL
i ¢ Hémolyse:? Pas d'interférence significative jusqu'a un indice H de 130
COBAS INTEGRA 800 Définition du test (concentration approximative d’hémoglobine: 81 pmol/L ou 130 mgfdL).
Lipgmie (Intralipid):® Pas dinterférence significalive jusqu'a un indice L de
Mode de mesure Absorbance 150. Il n'y a pas de concordance salisfaisanle entre indice de turbidité L et
Mode de calcul Cinétique la concentration en triglycérides.
o Les échantillons lipémiques peuvent étre & l'origine de I'alarme > Abs.
Mode réactionnel R1-S-SR Sélectionner la réanalyse automatique aprés dilution de 'échantillon.
Sens de la réaction Décroissant Anticoagulants: Le citrate et le fluorure inhibent Iactivité enzymatique.
Longueur d'onde A/B 340/378 nm Médicaments: Aucune interférence n'a été trouvée aux concentrations
; ; thérapeutiques dans un panel de médicaments fréquemment administrés.®
Calc. premier/dernier 54/97 10 Exceptions: Le dobésilate de calcium, le monohydrate de doxycycline ont
Unité UL conduit, aux concentrations testées, a l'obtention de valeurs d'ALT
g . artificiellement basses. L'isoniazide peut conduire, aux concentrations
Paramétres de pipetage thérapeutiques, a l'abtention de valeurs d'ALT arfificiellement basses. Le
Diluant (H;0) furosémide peut conduire, aux concentrations thérapeutiques, 2 l'obtention
2 de valeurs d'ALT artificiellement élevées. L'hydroxacobalamine (Cyanokit)
R1 59 L 10pL peut conduire & I'obtention de résullals faussement bas. Les concentrations
2 physiologiques de sulfasalazine et de sulfapyridine peuvent conduire des
Echantillon 11pL 26 L résultats erronés.
SR 17 9L Dans de trés rares cas, la gammapalhie, en particulier de type IgM
Volume total 182L (enrwri;réc;g!?bulinémie de Waldenstrom), peut conduire & des résuliats
Calibration Pour le diagnostic, les résultals doivent toujours étre confrontés aux
- : données de l'anamnése du palient, au tableau clinique et aux résultats
Calibrateur Calibrator f.a.s. d'aulres examens.
Utiiser de 'eau désionisée pour le ACTION NECESSAIRE
calibraleur zéro. Programmation de lavages spéciaux: Sur les analyseurs
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ALP IFCC 2e génération Tube primaire
Références de commande

Annexe

cobas’®

Enzymes

cobas ¢ pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs

CONTENT suivants
COBAS INTEGRA 400 plus
03333752 190 ALP IFCC Gen.2 Small (200 tests) System-ID 07 6761 1 COBAS INTEGRA 800 P
COBAS INTEGRA 400 plus
03333701 190 ALP IFCC Gen.2 Large (400 tests) System-ID 07 6760 3 COBAS INTEGRA 800 P
10759350 190 Calibralor f.a.s. (12 x 3 mL) System-ID 07 3718 6
12149435 122 Precinorm U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 7999 7
12149443 122 Precipath U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 8000 6
10171743 122 Precinorm U (20 x 5 mL) System-ID 07 7997 0
10171735 122 Precinorm U (4 x 5 mL) System-ID 07 7997 0
10171778 122 Precipath U (20 x 5 mL) System-ID 07 7998 9
10171760 122 Precipath U (4 x 5 mL) System-ID 07 7998 9
05117003 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) System-ID 07 7469 3
05947626 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) System-ID 07 7469 3
05117216 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) System-ID 07 7470 7
05947774 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) Syslem-ID 07 7470 7
Frangais AP
Informations techniques p-nitrophénylphosphate + H,0 ~ ———>> phosphale + p-nitrophénol

cobas ¢ pack ALP2S, Réf. 03333752 190:
Test AP2SP, test-ID 0-554

cobas ¢ pack ALP2L, Réf. 03333701 190:
Test AP2LP, test-ID 0-553

Domaine d'utilisation

Test in vitro pour la détermination quantilative de Pactivité calalytique de la
phosphatase alcaline (EC 3.1.3.1; orthophosphorique monoester
phosphohydrolase, alcaling optimum) dans le sérum et le plasma sur les
analyseurs COBAS INTEGRA Les applications AP2SP et AP2LP sont
deslinées aux utilisateurs ayant obtenu des résultals erronés dus a un
gradient de phosphatase alcaline dans les tubes primaires de plasma.
Caractéristiques'22455

La phosphatase alcaline sérique est constituée de quatre types différents
de phosphatase alcaline codés par quatre génes structuraux différents: la
phosphatase alcaline d'origine hépatique, osseuse et rénale, la
phosphalase alcaline inteslinale, la phosphatase alcaline placentaire et la
phosphatase alcaline des cellules germinales. La phosphatase alcaline se
trouve dans les ostéoblastes, les hépatocytes, les leucocytes, le rein, la
ale, le placenta, la prostae et l'nleslin gréle. La phosphatase alcaline
d'origine hépatique, osseuse et rénale présente une importance toute
particuliére.

Une augmentation du taux de phosphalase alcaline se rencontre dans
toutes les formes de cholestase, en particulier en cas dictére par
obstruction. Elle est également augmentée dans les maladies osseuses
(maladie de Paget, hyperparathyroidie, rachitisme, ostéomalacie) ainsi
quen cas de fractures et de tumeurs malignes. Une augmentation
importante de I'activité de la phosphalase alcalin peut élre observée
temporairement chez les enfants et les adolescents; elle est due a une
aclivité accrue des ostéoblastes par suite d’une accélération de la
croissance osseuse.

La méthode de dosage de la phosphalase alcaline a été décrile pour la

premigre fois par King et Armstrong; elle a ensuite été modifiée par Ohimori,

puis par Bessey, Lowry et Brock et améliorée par Hausamen et coll. En
1983, la Fédéralion Infemationale de Chimie Clinique (IFCC) a
recommandé une méthode standardisée de délermination de l'aclivité de la
phosphalase alcaline avec une concentration oplimisée de substrat et
utilisation d'amino-2 méthyl-2 propanol(-1) avec des cations magnésium et
zinc comme tampon. La méthade décrite ci-aprés est conforme aux
recommandations de I'lFCC.

Principe®

Test colorimétrique selon une méthode standardisée.

En présence d'ions magnésium et zinc, le p-nitrophénylphosphate est
scindé par les phosphalases alcalines en phosphate et p-nitrophénol.

La quantité de p-nitrophénol libéré est proportionnelle & I'activité de la
phosphaase alcaline. Elle est déterminée en mesurant l'augmentation de
l'absarbance a 409 nm.

Réactifs - composition et concentrations

R1 Amino-2 méthyl-2 propanol(-1): 1.724 mol/L, pH 10.44 (30 °C);
acétate de magnésium: 3.83 mmol/L; sulfale de zinc:
0.766 mmol/L; acide N-(hydroxy-2
éthyl)-élhylénediaminetriacétique: 3.83 mmollL

SR p-nitrophénylphosphate: 132.8 mmollL, pH 8.5 (25 °C);

conservaleurs
R1 est en position B et SR est en position C.

Précautions d’emploi et mises en garde

Observer toutes les précautions d'emploi et mises en garde indiquée dans
le Chapitre 1/ Introduction du présent Recueil de méthodologies.

Ce coffret conlient les substances suivantes classées selon la directive
européenne 1999/45/CE:

@Xi

Le réactif R1 contient de I'amino-2 méthyl-2 propanol(-1).
Irritant

R 36/38 Irritant pour les yeux et la peau.
S 24/25 Eviler le contact avec la peau et les yeux.
Contact tél.: tous pays: +49-621-7590
Préparation des réactifs
Prét a l'emploi.
Conservation et stabilité
Avant ouverture, entre 2 et 8 °C Voir dale de péremplion
sur 'étiquette du
cobas ¢ pack.
Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus
Sur l'analyseur, entre 10 et 15 °C 4 semaines
Analyseur COBAS INTEGRA 800
Sur I'analyseur, a 8 °C 8 semaines

Prélévement et préparation des échantillons
Paur le prélévement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.
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P2

ALP IFCC 2e génération Tube primaire

S'e;'yls' les types d'échantillons suivants ont été testés et peuvent étre
utilisés,

Sérum: Prélever le sérum sur des tubes standard.

Plasma: Plasma recueilli sur héparinate de lithium, de sodium, d'ammonium
Les différents types d'échantillons indiqués ci-dessus ont été testés alaide
d'une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du test: les tubes de prélévement des différents fabricants n'ont
pas tous été testés. Les systémes de prélevement du sang de divers
fabricants peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas,
influencer le résultat du test. En cas d'utilisalion de tubes primaires
(systemes de prélevement du sang), suivre les instructions données par le
fabricant.

II.es ?chantillons qui contiennent un précipité doivent étre cenlrifugés avant
'analyse.

Stabilité:” 7 jours entre 15 et 25 °C

7 jours entre 2 et 8 °C

2 mois entre -15 et -25 °C
Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentralions ».

Réalisation du test

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux instructions
relalives a analyseur utilisé indiquées dans le présente document. Pour les
instructions spécifiques de I'analyseur, se référer au manuel d'utilisation
approprié.

Application pour le sérum et le plasma

COBAS INTEGRA 400 plus Définition du test

Mode de mesure Absorbance
Mode de calcul Cinétique
Mode réactionnel D-R1-S-SR
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A/B 409/659 nm
Calc. premier/dernier 41/64
Facteur de prédilution 10
Unité uL
Paramétres de pipetage
Diluant (H,0)
Ri 75 pL 1L
Echantillon 27.5)L
SR 17pL 10pL
Volume total 1405 L

COBAS INTEGRA 800 Définition du test

Annexe

cobas

Enzymes
SR 17 L 10 pL
Volume total 140.5 pL
Calibration
Calibrateur Calibrator f.a.s,

Utiliser de I'eau désionisée pour le
calibrateur zéro.

Régression linéaire
Nombre de répliques Duplication recommandée
Fréquence des calibrations A chaque lot

Tragabilité: la méthode a été standardisée manuellement par rapport a la
formulation originale de IFCC.

Type calibration

Contréle de qualité

Valeiirs de référence Precinorm U, Precinorm U plus ou
PreciControl ClinChem Multi 1

Limites pathologiques Precipath U, Precipath U plus ou

PreciControl ClinChem Multi 2 .

Fréquence des controles 24 h recommandé

Séquence de controle Au choix de l'utilisateur
Conlrole aprés calibration Recommandé

Pour le contrdle de qualité, utiliser les matériaux de controle indiqués dans
la section « Références de commande ». D'autres contréles appropriés
peuvent également étre utilisés.

La fréquence des controles et les limites de confiance doivent élre
adaptées aux exigences du laboraloire. Les résultats doivent se situer dans
les limites de confiance définies. Chaque laboratoire devra établir la
pracédure & suivre si les résultats se situent en dehors des limites définies.
Se conformer  la réglementation gouvernementale et aux directives
locales en vigueur refatives au contréle de qualité.

Calcul des résultats

Les analyseurs COBAS INTEGRA calculent automaliquement la
concentration en analyte de chaque échantillon. Pour plus de détails, se
référer  la partie Données analytiques de I'Aide en ligne (pour les
analyseurs COBAS INTEGRA 400 plus/800).

Facteur de conversion: U/L x 0.0167 = pkatiL

Limites d’utilisation - interférences

Crilere d'acceptabilité: Recouvrement + 10 % de la valeur initiale.

Ictére:® Pas dlinterférence significative jusqu'a un indice | de 42 pour la =
bilirubine conjuguée et non canjuguée (concentration approximative en )
bilirubine conjuguée et non conjuguée: 718 pmol/L ou 42 mg/dL). |

Hémolyse:® Pas d'interférence significalive jusqu'a un indice H de 250
(concentration approximative d’hémoglobine: 155 pmol/L ou 250 mg/dL).
Lipémie (Intralipid):® Pas d'interférence significative jusqu'a un indice L de
2000. Il n'y a pas de concordance satisfaisante entre lindice de turbidité L
et la concentration en triglycérides.

Médicaments: Aucune interférence n'a été trouvée aux concentrations

Mode de mesure Abeattiance thérapeutiques dans un panel de médicaments fréquemment administrés.®
Mode de calcul Cinélique 1o
Mode réactionnel D-R1-S-SR Dans de trés rares cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
L. . (macroglobulinémie de Waldenstrm), peut conduire & des résultats
Sens de la réaction Croissant erronés. 1
Longueur d'onde A/B 409/659 nm Pour le diagnostic, les résullats doivent toujours étre confrontés aulx
i données de 'anamnése du patient, au tableau clinique et aux résultals
Calc. premieridernier 58/98 d'autres examens.
Facteur de prédilution 10 ACTION NECESSAIRE
Unité UL Programmation de séquences de lavages spéciaux: Sur les analyseurs
COBAS INTEGRA, certaines combinaisons dePles!s nécgssitent la
& i programmation d'étapes de lavage spéciales. Pour plus d'informations, se
Facarulres o plostape re’fe’grer au Recueil de Mélhadologies, Introduction, Cycles de lavage
Diluant (H,0) supplémentaires.
R1 75 L 1L Le cas échéant, la programmation des lavages spéciaux/de prévention —
) des contaminations doit étre implémentée avant d'effectuer le rapport
Echantillon 27.5 uL de ce test.
AP2P 2/4 2013-08, V 3.0 Francais
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Références de commande

Annexe

cobas’

Enzymes

REF CONTENT :fuiegﬁt: pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs
03002721 122 \-Glutamyltiansferase ver.2 (400 tests) SystemD 07 6598 8 | SO0AS INTEGRA 400 plus
10759350 190 Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL) System-ID 07 3718 6
12149435 122 Precinorm U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 7999 7
12149443 122 Precipath U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 8000 6
10171743 122 Precinorm U (20 x 5 mL) System-ID 07 7997 0
10171735 122 Precinorm U (4 x 5 mL) System-ID 07 7997 0
10171778 122 Precipath U (20 x 5 mL) System-ID 07 7998 9
10171760 122 Precipath U (4 x 5mL) System-ID 07 7998 9
05117003 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) System-ID 07 7469 3
05947626 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) System-ID 07 7469 3
05117216 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) Syslem-ID 07 7470 7
05947774 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) System-ID 07 7470 7

Frangais Préparation des réactifs
Informations techniques Prét a femplol.

Test GGTI2, test ID 0-498, standardisation IFCC

Domaine d'utilisation

Test in vitro pour la détermination quaniitative de I'activité calalytique de la
GGT (EC 2.3.2.2; peptide y-glutamyl: acide aminé y-glutamyl transférase)
dans le sérum et le plasma humains sur les analyseurs COBAS INTEGRA.
Caractéristiques'2245

La détermination de la gamma-glutamyl transférase est utilisée dans le
diagnostic et le suivi des affections hépalobiliaires. L'augmentation, souvent
isolée, de lactivité de la GGT est F'un des indicateurs les plus sensibles
d'une telle affection. La GGT est en outre un test sensible ufilisé dans le
dépistage de 'alcoolisme occulte. Des taux élevés de GGT dans le sérum
se rencontrent également en cas de traitements de longue durée par le
phénabarbital ou la phénytoine.

La premiére mélhode cinétique de détermination de I'activité de la GGT
dans le sérum a été décrite par Szasz en 1969. En 1983, la Fédération
Intemationale de Chimie Clinique (IFCC) a recommandé la méthode
slandardisée de détermination de I'activité de la GGT avec une
concentration optimisée de substrat, [utilisation de soude et de
g|ycgglycine, ainsi que le déclenchement de la réaction avec 'échantillon.
L'FCC a confirmé cette recommandation en 2002 et étendu la méthode
pour la détermination a 37 °C.%

Principe”
Test colorimétrique enzymatique

La gamma-glulamyl transférase transfére le groupement y-glutamyl du
L-y-glutamyl carboxy-3 nitro-4 anilide sur la glycylglycine.

GGT
E—
L-y-glutamyl-glycylglycine + amino-5 nitro-2 benzoate

La quanlilé d'amino-5 nitro-2 benzoate formée est proportionnelle a
Factivité de la GGT dans I'échantillon. Elle est déterminée en mesurant
I'augmentation de l'absorbance a 409 nm.

L-y-glutamyl carboxy-3 nilro-4 anilide + glycylglycine

Réactifs - composition et concentrations

R1  Tampon TRIS: 492 mmol/L, pH 8.25; glycylglycine: 492 mmol/L;
conservateur; additif

L-y-glutamyl carboxy-3 nitro-4 anilide 22.5 mmol/L; acélale:
10 mmol/L, pH 4.5; slabilisateur; conservateur

R1 est en position B et SR est en position C.

Précautions d’emploi et mises en garde

Observer toutes les précautions d'emploi et mises en garde indiquée dans
le Chapitre 1/ Introduction du présent Recueil de méthodologies.

SR

Conservation et stabilité

Avant ouverture, entre 2 et 8 °C Voir date de péremption
sur I'étiquette du
cobas ¢ pack.
Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus
Sur lanalyseur, entre 10 et 15 °C 12 semaines
Analyseur COBAS INTEGRA 800
Sur l'analyseur, 2 8 °C 12 semaines

Prélévement et préparation des échantillons

Pour le prélevement et la préparation des échantillons, ufiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

Seluls les types d'échantillons suivants ont été testés et peuvent étre
utilisés:

Sérum: Prélever le sérum sur des tubes standard.

Plasma: Sang total recueilli sur héparine (lithium, sodium, ammonium) ou
sur EDTA dipotassique ou tripotassique. Les résultals obtenus dans le
plasma recueilli sur EDTA tripotassique sont d'environ 6 % inférieurs & ceux
obtenus dans le sérum.

Les différents types d'échantillons indiqués ci-dessus ont été testés & l'aide
d'une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du test: les tubes de prélévement des différents fabricants n'ont
pas tous été testés. Les systémes de prélévement du sang de divers
fabricants peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas,
influencer le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires
#s%stémes de prélévement du sang), suivre les instructions données par le
abricant.

Les échantillons qui confiennent un précipilé doivent étre cenlrifugés avant
Fanalyse.

Stabilité: 7 jours entre 15 et 25 °C?

7 jours entre 2 et 8 °C#

1 an entre -15 et -25 °C?
Matériel fourni
Voir paragraphe « Réaclifs - composition et concenirafions ».
Réalisation du test

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux instructions
relatives a I'analyseur utilisé indiquées dans le présent document. Pour les
instructions spécifiques de 'analyseur, se référer au manuel d'utilisation
approprié.

2014-03, V 8.0 Frangais
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Application pour le sérum et le plasma
COBAS INTEGRA 400 plus Définition du test

Mode de mesure Absorbance
Mode de calcul Cinétique
Mode réactionnel R1-S-SR
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A/B 409/659 nm
Calc. premier/dernier 50/69
Unité UL
Paramétres de pipetage
Diluant (H,0)
Ri1 25pL 35l
Echantillon 3L 20k
SR 20 L 20 pL
Volume total 123 L
COBAS INTEGRA 800 Définition du test
Mode de mestire Absorbance
Made de calcul Cinétique
Mode réactionnel R1-S-SR
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A/B 409/659 nm
Calc. premier/dernier 73/98
Unité uiL
Paramétres de pipetage
Diluant (H;0)
R1 25l 35uL
Echantillon 3L 20pL
SR 20 pL 20 pL
Volume total 123 pL
Calibration
Calibrateur Calibrator f.a.s.

Systéme COBAS INTEGRA 400 plus:
STD-2 est défini comme valeur fixe,
Systeme COBAS INTEGRA 800:
STD-2 est défini par une dilution de STD-1
au 1/100 effectuee automatiquement par
I'analyseur.
Type calibration Régression linéaire
Nombre de répliques Duplication recommandée
Fréquence des calibrations A chaque lot

Tragabilité: La méthode a été standardisée par rapport a la formulation et
aux procédures originales recommandés par I'FCC.® Utiliser la valeur de
calibration « GGT liquide, standardisation IFCC ».

Controle de qualité

Valeurs de référence Precinorm U, Precinorm U plus ou

PreciControl ClinChem Multi 1

Limites pathologiques Precipath U, Precipath U plus ou
PreciControl ClinChem Multi 2
Fréguence des controles 24 heures recommandé

Séquence de controle Au choix de l'utilisateur

Annexe

cobas’

Enzymes

Coniréle aprés calibration Recommandé

Pour le conlréle de qualité, utiliser les matériaux de contrdle indiqués dans
la section « Références de commande ». D'autres contrbles appropriés
peuvent également étre ufilisés.

La fréquence des contréles et les limites de confiance doivent élre
adaptées aux exigences du laboratoire. Les résultats doivent se situer dans
les limites de confiance définies. Chaque laboratoire devra établir la
procédure a suivre si les résultats se situent en dehors des limites définies.

Se conformer & la réglementation gouvernementale et aux directives
locales en vigueur relatives au controle de qualité.

Calcul des résultats

Les analyseurs COBAS INTEGRA calculent automatiquement l'activité en
analyte de chaque échantillon. Pour plus de détails, se référer a la partie
Données analytiques de I'Aide en ligne (pour les analyseurs

COBAS INTEGRA 400 plus/800).

Facteur de conversion: U/L x 0.0167 = pkat/L

Limites d’utilisation - interférences
Critere d'acceplabilité: Recouvrement + 10 % de la valeur initiale.

Ictére:'° Pas d'interférence significative de la bilirubine non conjuguée
jusqu'a un indice | de 48 (concentration approximative en bilirubine non
conjuguée: 821 pmol/L ou 48 mg/dL). Pas d'interférence significative de la
bilirubine conjuguée.

Hémolyse:'° Pas d'interférence significative jusqu'a un indice H de 550
(concentration approximative d’'hémaglobine: 0.34 mmol/L ou 550 mg/dL).
Lipémie (Intralipid):'® Pas d'interférence significative.

Médicaments: Aucune interférence n'a éié trouvée aux concenlrations
thérapeutiques dans un panel de médicaments fréquemment administrés, '
12

Dans de trés rares cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
(macrgg!gbulinémie de Waldenstrom), peut conduire & des résufiats
erronés.

Pour le diagnostic, les résullats dolvent toujours étre confrontés aux
données de I'anamnése du patient, au tableau clinique et aux résuliats
d'autres examens.

ACTION NECESSAIRE

Programmation de lavages spéciaux: Sur les analyseurs

COBAS INTEGRA, certaines combinaisons de tests nécessitent la
programmation d'élapes de lavage spéciales. Pour de plus amples
informations, se référer a la fiche technique CLEAN et la demiere version
de la liste des cycles de lavage spéciaux (EWC).

Le cas échéant, des lavages spéciaux/de prévention des
contaminations doivent étre implémentés avant d'établir un rapport
avec ce test.

Limites et intervalles

Domaine de mesure

3-1200 U/L (0.05-20 pkat/L)

Déterminer les échantillons ayant des activités plus élevées via la fonction
Réanalyse. La dilution des échantillons déterminés par la fonction
réanalyse est de 1/10. Les résultals des échantillons dilués pour la
réanalyse sont automatiquement multipliés par le facteur 10.

Limites inférieures de mesure

Limite inférieure de détection du test:

3 U/L (0.05 pkat/L)

La limite inférieure de détection correspond a la plus faible concentration
mesurable en analyte pouvant étre distinguée de zéro. Elle est obtenue par
le calcul et correspond au triple de 'écart-type du standard zéro
(standard zéro + 3s, répétabilité, n = 21).

Valeurs de référence

Etude des intervalles de référence a 37 °C (corrigés en 2005)1415

Hommes (n = 216) 10-71 UL (0.17-1.19 pkatlL)
Femmes (n = 228) 6-42 UL (0.10-0.70 pkat/L)
Valeurs consensuelles's

Hommes <60 UL (< 1.00 pkat/L)
Femmes <40 UIL (< 0.67 pkat/L)

GGTI2
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Enzymes

INTEGRA 400/800

Réactifs - ition et
Composants Concentrations
Rl R2=SR Test

HEPES 52,4 52,4 49,1  mmol/L
Chlorure de sodium 87 68 mmol/L
Chlorure de calcium 0,08 0,06  mmol/L
Chlorure de magnésium 12,6 9,8 mmaol/L
a-Glucosidase = 66,8 2523 pkat/L

(microbienne) (23,1 kU/L)
Ethylidéne-G;-PNP 22 34 mmol/L
pH (37 °C) 7,00 7,00 7,00

Les deux réactifs contiennent un détergent et des
stabilisateurs non réactifs.

Précautions d’emploi et mises en garde

1 est impératif d’observer toutes les précautions d’emploi et
mises en garde figurant dans le Recueil de Méthadologies,
Chapitre 1, Introduction.

Préparation des réactifs
Les réactifs sont préts a 'emploi.

Conservation et stabilité

Conservation entre 2 et 8 °C : voir date de péremption sur
Péliquette du cobas ¢ pack.
Analyseurs COBAS INTEGRA 400/400 plus
Sur I'analyscur, entre 10 et 15 °C : 12 semaines
Analysecur COBAS INTEGRA 800
Sur l'analyseur, 28 °C : 12 scmaines

Préle et prép des échantillons®**

Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser
uniquement des tubes ou récipients de recueil appropriés.

Seuls les types d’échantillons suivants ont éLé testés

et peuvent étre utilisés :

Sérum

Plasma recueilli sur héparinate de lithium, de sodium,
dammonium ou EDTA dipotassique/iripotassique.

Les résultats obtenus pour le plasma recueilli sur EDTA sont
d’env. 5 10 % inféricurs & ceux obtenus pour le sérum,

Les différents types d’échantillons indiqués ci-dessus ont

£té tesiés a laide d’'une sélection de tubes de prélevement
disponibles dans le commerce au moment du test : les tubes

de prélevement des différents fabricants n’ont pas tous été
testés. Les systemes de prélevement du sang de divers fabricants
peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains
cas, influencer le résultat du test. En cas d’utilisation de

tubes primaires (systemes de prélevement du sang), suivre

les instructions données par le fabricant.

Urine : urine recueillie sans conservateur. Ca-amylase est instable
dans Purine acide. Effectuer promptement le dosage ou, en cas de

conservation, alcaliniser Purine (pH juste au-dessus de 7)."
Stabilité dans le sérum :" 7 jours entre 15 et 25 °C

1 mois entre 2 et 8 °C

Stabilité dans Purine ;' 2 jours entre 15 et 25 °C

10 jours entre 2 et § °C

Les échantillons qui contiennent un précipité doivent
étre centrifugés avant Tanalyse.

Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».

Réalisation du test
Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer
aux instructions relatives a l'analyseur utilisé indiquées dans la

présente notice. Pour les instructions spécifiques de analyscur,
se référer au manuel d'utilisation approprié.

Application dans le sérum, le plasma et I'urine

Analyseurs COBAS INTEGRA 400/400 plus Définition du test

Mode de mesure Ahsorbance

Mode de calcul Cinétique

Mode réactionnel R1-S-SR

Sens de la réaction Croissant

Longueur d'onde A/B 409/659 nm

Calc. premier/dernier 50/69

Unité U/L

Paramétres de pipetage

Sérum, plasma et urine Diluant (H,0)

Rl 100 pL

Echantillon 4yl 4 pL

SR 20 L

Volume total 128 pL

COBAS INTEGRA 800 Définition du test i

Mode de mesure Absorbance

Mode de calcul Cinétique

Mode réactionnel R1-S-SR

Sens de la réaction Croissant

Longueur d’'onde A/B 409/659 nm

Calc. premier/dernier 73/98

Unité U/L

Paraméires de pipetage

Sérum, plasma et urine Diluant (H,0)

R1 100 uL

Echantillon 4 pL 4yl

SR 20 uL

Volume total 128 uL

Calibration

Calibrateur Calibrator fas.
Utiliser de I'eau désionisée pour le
calibrateur zéro.

Type calibration Régression linéaire

Nombre de répliques Duplication recommandée B

Fréquence des calibrations A chaque lot et si le contréle de
qualité Pexige

Tragabilité : la méthode a éié calibrée manuellement par

rapport au réactif de Roche selon I'IFCC.

Contréle de qualité

Contréle de qualité Precinorm U ou Precinorm U plus

sérum, plasma Precipath U ou Precipath U plus
Urine Pour le contréle de qualité de
routine, utiliser de préférence des
. contrdles urinaires quantitatifs.

Fréquence des controles 24 h recommandé

Séquence de controle Au choix de I'utilisateur

Contréle apres calibration  Recommandé

Pour le contréle de qualité, utiliser les matériaux de contréle

indigués dans la section « Référence des réactifs ». D'autres

contréles appropriés peuvent également étre utilisés.

La fréquence des contrdles et les limites de confiance doivent

étre adaptées aux exigences du laboratoire. Les résultats doivent

se situer dans les limites de confiance définies. -

Chaque laboratoire devra établir la procédure a suivre si les
résultats se situent en dehars de ces limites.

AMYL2
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	Les échantillons ont été testés pour leur l'activité antimicrobienne contre 6 souches bactériennes (Tableau 07) obtenues auprès du laboratoire de l'Institut Pasteur en Alger, incluant 2 bactéries Gram-positives (BS: Bacillus subtilis ATCC 21332; SA: S...
	Tableau 07: Les souches bactériennes utilisées pour la détermination de l'activité antibactérienne.
	*ATCC: American Type Culture Collection.
	1.4.  Produits chimiques
	Les produits chimiques utilisés dans cette étude incluent: nitrate de zinc dihydraté Zn (NO3)2•6H2O, nitrate d'argent AgNO3 (≥ 99 %), nitrate de magnesim Mg (NO3)2•6H2O (99 %), NaOH (≥ 97 %), le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH, 95 %), l'acide asc...
	Tous les réactifs utilisés dans les analyses biochimiques étaient de qualité analytique et provenaient de Sigma Chemicals Co. (USA).
	1.5.  Instruments
	Les instruments analytiques ont été utilisées pour la synthèse, la purification et la caractérisation des nanoparticules de ZnO et ZnO dopées Mg-Ag.
	 Synthèse et purification: Un incubateur pour les réactions, un bain-marie pour le contrôle de la température, un étuve pour déshydratationset une centrifugeuse pour isoler les nanoparticules. La calcination des nanoparticules a été réalisée à 550 C ...
	 Caractérisation optique et structurale: Les propriétés optiques ont été étudiées par spectroscopie UV-Vis et infrarouge à transformée de Fourier (FTIR). Les caractéristiques structurales ont été analysées par diffraction des rayons X (XRD) et micros...
	1.6.  Les antibiotiques
	 Les antibiotiques utilisés sont l'Amoxicilline et le Gentamicine.
	 L'Amoxicilline a été utilisée contre les bactéries gram-positives.
	 Le Gentamicine a été utilisée contre les bactéries gram- négatifs.
	2. Méthodes
	2.1. Préparation de la poudre des noyaux des dattes du palmier dattier(Phoenix dactylifera )
	Selon la méthode décrite par Harkat et al., (2022), les noyaux de dattes de la variété Ghars ont d'abord été soigneusement retenu. Ils ont ensuite été lavés minutieusement à l'eau distillée pour éliminer tous les résidus adhérents à leur surface. Aprè...
	Figure 21:Préparation de la poudre des noyaux des dattes du palmier dattier Phoenix dactylifera L.
	2.1.1. Extraction de l'extrait aqueux des noyaux des dattes

	L'extrait aqueux des noyaux des dattes du palmier dattier a été préparé selon une méthode de décoction, inspirée de Ghania A et Djahra A (2023). En bref, 10 g de poudre des noyaux des dattes ont été mélangés à 200 mL d'eau distillée, puis chauffés à 8...
	2.1.2. Rendement de l'extrait des noyaux des dattes
	Le rendement des extraits obtenus à partir des noyaux des dattes a été calculé selon la méthode décrite par Chianiti (2015). La formule utilisée est la suivante :
	Où :
	 R: rendement de l'extrait (exprimé en pourcentage).
	 PEB: poids de l'extrait brut (en grammes).
	 PMV: poids de la matière végétale initiale (en grammes).
	Cette méthode permet d'évaluer l'efficacité du processus d'extraction en comparant la quantité d'extrait obtenu à la quantité de matière végétale utilisée (Chniti et al., 2017).

	(R %) = (PEB / PMV) × 100
	2.1.3. Analyse de extrait aqueux des noyaux des dattes des palmier Phoenix dactylifera L.
	2.1.3.1. Criblage phytochimique

	Afin de mettre en évidence la présence ou l'absence de certains composés appartenant aux familles chimiques des métabolites secondaires dans l'extrait de plante des noyaux des dattes, nous avons réalisé des testes phyto-chimiques spécifiques fondés su...
	2.1.3.1.1. Polyphénols
	2 mL de l'extrait ont reçu quelques gouttes d'une solution de FeCl3 à 2% (p/v). Le FeCl3 prend une coloration vert bleuté ou bleu-noirâtre en présence de dérivés des polyphénols (Sankhalkar et Vernekar, 2016).
	2.1.3.1.2. Flavonoïdes
	Dix gouttes d'acide chlorhydrique concentré et quelques milligrammes de copeaux de magnésium sont ajoutés à 0.5 mL de chaque extrait. La coloration rose-rouge ou jaune, après trois minutes d'incubation à température ambiante, indique la présence des f...
	2.1.3.1.3. Tanins
	Huit gouttes d'une solution diluée de chlorure ferrique à 1 % sont ajoutées à 1 mL de l'extrait. Après quelques minutes d'incubation à température ambiante, le chlorure ferrique développe une coloration verdâtre qui indique la présence des tanins caté...
	2.1.3.1.4. Alcaloïdes
	Dans deux tubes à essai, introduire 1 mL d'extrait à analyser. Acidifier le milieu avec quelques gouttes d'HCl et ajouter des gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube et quelques gouttes de réactif de Wagner dans le deuxième tube. L'apparition...
	2.1.3.1.5. Saponosides
	Introduire un volume de 2 mL de l' extrait dans un tube à essai et l'ajuster à 5 mL avec de l'eau distillée. Agiter les tubes pendant 15 secondes dans le sens de la longueur puis laisser reposer pendant 20 minutes. La présence de saponines, si la haut...
	2.1.3.1.6. Stéroïdes
	1 mL de l'extrait a reçu 5 gouttes de H₂SO₄ concentré. La présence de stéroïdes est indiquée par une coloration rouge (Edeoga et al., 2005).
	2.1.3.1.7. Anthocyanins
	L'extrait aqueux est traité en ajoutant une petite quantité d'acide chlorhydrique, suivie d'une petite quantité d'ammoniac (NH₄OH). En présence d'anthocyanines, la couleur changera et une teinte rouge apparaîtra (Wadood et al., 2013).
	2.1.3.1.8. Terpénoïdes
	Dans un tube à essai, nous avons mis 5 mL d'extrait de plante avec 2 mL de chloroforme et 3 mL d'acide sulfurique concentré. Une couleur brun rougeâtre résulte de la présence de terpénoïdes (Harborne, 1998).
	2.1.3.1.9. Glycosides cardiotoniques
	2 mL de chloroforme ont été mélangés à 1 mL de l'extrait. Ensuite, l'intérieur du tube à essai a été soigneusement additionné de H₂SO₄. La présence de la partie glycone d'un hétéroside cardiotonique est indiquée par une coloration brun-rougeâtre(Yam e...
	2.1.4. Quantification des composés phytochimiques
	2.1.4.1. Dosage des composés phénoliques totaux
	Principe
	La méthode couramment utilisée pour le dosage des composés phénoliques totaux est celle du réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif contient des ions phosphomolybdates et phosphotungstates qui réagissent avec les composés phénoliques. Lorsque ces compos...
	Mode opératoire
	La quantité totale de composés phénoliques a été déterminée à l'aide de la méthode Folin-Ciocalteu. À 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu à 10%, a été ajouté 0.2 mL d'extrait aqueux des noyaux des dattes. L'ajout de 800 µL de carbonate de sodium saturé...
	2.1.4.2. Dosage des flavonoïdes totaux
	Principe (1)
	Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode colorimétrique (Chang C-C et al., 2002; Huang et al., 2018) dont le principe étant la capacité du groupement hydroxyle (OH) libre en position 4 et 5 des flavonoïdesà se complexer au chlorure d'a...
	Mode opératoire (1)
	Nous avons utilisé la méthode colorimétrique au chlorure d'aluminium (AlCl₃) pour déterminer la teneur totale en flavonoïdes de l'extrait comme suit :
	Brièvement. 1 mL de solution d'AlCl₃ est mélangé avec 1 mL d'extrait aqueux des noyaux des dattes, et d'autre part, avec 1 mL de l'étalon. L'absorbance a été mesurée à 430 nm après 30 minutes, par rapport à un blanc de réactif préparé. Afin de détermi...
	2.1.4.3. Dosage des tanins condensés
	Principe (2)
	Le dosage des tanins condensés dans l'extrait aqueux des noyaux des dattes est effectué selon la méthode colorimétrique décrite par (Price et al., 1978; Makkar et al., 1993). Le principe est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline ...
	Mode opératoire (2)
	Dans cette méthode, les tanins condensés réagissent avec la vanilline en présence d'acide chlorhydrique (HCl).
	Le niveau de tanins dans l'extrait a été déterminé par spectrophotométrie. La catéchine a été utilisée pour établir la courbe d'étalonnage, 400ul d'extrait aqueux des noyaux du palmier dattier ou stetard, on ajouté 3 mL de solution de vanilline (4 % v...
	2.1.5. Analyse qualitatif et quantitaf par HPLC
	À l'aide d'équipements de balayage et de chromatographie liquide à haute performance (HPLC), les composants actifs ont été découverts. Pour l'investigation des produits chimiques phénoliques dans l'extrait brut, nous avons utilisé un HPLC avec un déte...
	La durée de rétention et l'absorbance UV des différents composés ont été comparées à celles des standards pour les identifier.
	Figure 22: Préparation del'extrait aqueux des noyaux des dattes
	2.2 Biosynthèse des nanoparticules
	2.2.1. Biosynthèse des nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs)
	La biosynthèse des nanoparticules de ZnO a été prsenté (Figure 23), en utilisant l'extrait des noyaux des dattes selon le protocole décrit par Upadhyaya et al.,avec quelques modifications. Tout d'abord, 2.97 g (Annexe n 1) de nitrate de zinc (Zn (NO₃)...
	Les nanoparticules formées ont été recupuré par la centrifugation à une vitesse de 1300 tr/min pendant 10 minutes. Le culot obtenu a été purifié à l'aide de lavages successifs avec de l'eau distillée, suivis de méthanol, puis avec de l'eau distillée p...
	Figure 23 : La biosynthèse des nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs)
	2.2.2. Biosynthèse des nanoparticules d'oxyde de zinc dopées par le magnésium et l'argent 0.5% (ZnO dopé Mg-AgNPs)

	La biosynthèse des nanoparticules de ZnO dopées par magnésium (Mg) et l'argent (Ag), a été réalisée selon le protocole décrit dans (Pradeev Raj K et al., 2018; Naseer H et al., 2023), avec quelques modifications. Tout d'abord, 2.97 g de nitrate de zin...
	On préparé 43.25 mg de nitrate de magnésium (Annexe 01) (0.5%) Mg (NO₃)₂ 6H2O ont été dissous dans 100 mL d'eau distillée sous agitation pendant 5 minutes. Ce solution a été ajoutée goutte à goutte avec la solution précédente (ZnO), sous agitation con...
	Le mélange final a été maintenu à 80 C sous agitation magnétique (900 rpm) pendant 3 heures et suivi par un pH métre. La couleur du mélange resté au brun-rougeâtre mais foncé, indiquant la formation des nanoparticules. Les NPs obtenues ont été récuper...
	Figure 24: La biosynthèse des nanoparticules ZnO dopées Mg-AgNPs.
	2.2.3. Caractérisations des nanoparticules
	Les méthodes UV-Vis, FT-IR, XRD, SEM et EDX ont été utilisées pour caractériser les nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag.
	2.2.3.1. L'analyse de spectrophotométrie UV-visible (UV-Vis)
	Principe (3)
	Le spectrophotomètre est un appareil qui utilise une source lumineuse pour émettre des radiations polychromatiques dans le domaine UV-Visible et proche de l'infrarouge (200-800 nm). Ces radiations passent à travers un monochromateur (Nouairia et al., ...
	Mode opératoire (3)
	Les spectres d'absorption UV-Vis des nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag ont été enregistrés dans la plage de longueurs d'onde de 200 à 800 nm, avec une résolution spectrale de 1 nm. Les données obtenues ont permis de déterminer les longueurs d'ond...
	Où le h est la constante de Planck, c la vitesse de la lumière, et λ la longueur d'onde au maximum du pic (Akash et al., 2020; Passos et Saraiva, 2019).
	2.2.3.2. L'analysede spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR)
	Principe (4)
	Le spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) est une technique analytique qui repose sur l'absorption de la lumière infrarouge par les molécules d'un échantillon. Lorsqu'un faisceau infrarouge traverse l'échantillon, certaines fréquence...
	Le spectromètre FTIR utilise un interféromètre pour générer un signal modulé, qui est ensuite transformé en spectre d'absorption par un algorithme de transformée de Fourier. Le spectre obtenu montre l'intensité de l'absorption en fonction du nombre d'...
	Mode opératoire (4)
	La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) en mode de réflexion diffuse, réalisée avec un appareil Thermo Scientific-Nicolet iS5 à réflexion totale atténuée (ATR), a été utilisée pour détecter les groupes fonctionnels présents dans le...
	2.2.3.3. L'analysede diffraction des rayons X (XRD)
	Principe (5)
	La diffraction des rayons X (XRD) est une technique analytique puissante utilisée pour étudier la structure cristalline des matériaux (Epp, 2016). Elle repose sur le principe de la loi de Bragg, qui décrit la condition nécessaire pour que les rayons X...
	Mode opératoire (5)
	Pour évaluer la cristallinité et les tailles des cristallites des nanoparticules ZnO NPs et ZnO dopées Mg-Ag NPs synthétisées vertes, une analyse par diffraction des rayons X sur poudre (DRX) a été réalisée à l'aide d'un rayonnement K de cuivre avec u...
	D: Taille des cristallites en nanomètres (nm).
	K: Constante de Scherrer (généralement autour de 0.9).
	λ: Longueur d'onde des rayons X utilisés (0.154281 nm, CuKα).
	β: Largeur totale à mi-hauteur (FWHM - Full Width at Half Maximum) du pic de diffraction.
	θ: Angle de Bragg correspondant au pic de diffraction, en radians (Mobarak et al., 2022).
	2.2.3.4.  L'analysede microscope électronique à balayage (SEM)
	Principe (6)
	Le microscope électronique à balayage (SEM) est un instrument puissant utilisé pour analyser la morphologie et la microstructure des matériaux à l'échelle nanométrique. Contrairement aux microscopes optiques, le SEM utilise un faisceau d'électrons de ...
	Mode opératoire (6)
	Les nanoparticules (ZnO NPs et ZnO dopées Mg-AgNPs) ont été examinées à l'aide d'un microscope électronique à balayage (SEM) démontrée avec un modèle TESCAN
	VEGA3 (USA) à une tension d'accélération de 10 kV à température contrôlée (20 C  à 50 C ). Pour assurer une conductivité optimale et éviter les effets de charge. Des images à haute résolution ont été capturées en mode secondaire (SEI) et en mode rétro...
	2.2.3.5.  L'analyse spectroscopie de dispersion d'énergie des rayons X (EDAX)
	Principe (7)
	Le spectroscopie dispersion d'énergie des rayons X (EDAX ou EDS) est une technique analytique utilisée pour déterminer la composition élémentaire d'un échantillon. Elle est souvent couplée à un microscope électronique à balayage (SEM) pour fournir des...
	Lorsque l'échantillon est bombardé par un faisceau d'électrons de haute énergie, les atomes de l'échantillon sont excités. En retournant à leur état fondamental, ces atomes émettent des rayons X caractéristiques, dont l'énergie est spécifique à chaque...
	Mode opératoire (7)
	La composition élémentaire des nanoparticules (ZnO NPs et ZnO dopées Mg-AgNPs) a été analysée par spectroscopie de dispersion d'énergie des rayons X (EDAX) couplée à un microscope électronique à balayage (SEM). Les échantillons ont été bombardés par u...
	 Remarque
	L'analyse des données des nanoparticules ont été analysées à l'aide d'Image J pour les calculs SEM et d'Origin Pro (version 2018) pour l'analyse statistique, complétées par l'EDX et le DRX pour une caractérisation détaillée des nanoparticules.
	Note : Le Figure 25 recapétule  la biosynthése, caractérisation et les activités biologiques des nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag NPs.
	Figure 25: La biosynthése et caractérisation et les activités biologiques des nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag NPs.
	2.2.4. Activité in vitro des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées par magnésium et l'argent (ZnO NPs, ZnO dopé Mg-Ag NPs)
	2.2.4.1 Activité antioxydant
	2.2.4.1.1. L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH (DPPH)
	Principe (8)
	L'activité antioxydant du DPPH est basée sur la réduction d'un radical libre très stable 2,2-diphényl-l-picrylhydrazyl (DPPH.) de couleur violet foncé qui vire au jaunâtre en présence d'un antioxydant donneur (Romulo, 2020; Shahidi et Zhong, 2015).Cet...
	Mode opératoire (8)
	Le test antioxydant a été réalisé selon la méthode au DPPH décrite par Abdelmadjide et al., (2020). Pour cela, 50 µl de la solution des nanoparticules à différentes concentrations (de 0.0625 à 1mg.mL-1) sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et...
	Ac: absorbance du témoin négatif At: absorbance de l'échantillon.
	Une courbe des concentrations de l'extrait en fonction du pourcentage d'inhibition (I %) a été tracée afin d'obtenir la valeur de l'IC50, correspondant à la concentration du substrat qui assure la réduction de 50% de l'activité du DPPH.
	2.2.4.1.2. L'activité de pouvoir réducteur du fer (FRAP)
	Principe (9)
	L'activité antioxydant par FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est une méthode utilisée pour mesurer la capacité antioxydant d'un échantillon. Cette méthode est basée sur le changement de couleur de l'échantillon du vert au bleuselon la puissance...
	Mode opératoire (9)
	Le pouvoir réducteur du fer (Fe+3) dans les nanoparticules est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu., (1986). Un millilitredes nanoparticules à différentes concentrations (de 0.0625 à 1mg.mL-1) sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et...
	2.2.4.1.3. L'activité de bêta-carotène/Acide linoléique
	Principe (10)
	L'oxydation de l'acide linoléique génère des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont par la suite oxyder le β-carotène entrainant ainsi la disparition de sa couleur orange. Cependant la présence d'un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux ...
	Dans ce test la capacité antioxydant est déterminée en mesurant l'inhibition de la dégradation oxydative du β-carotène (décoloration) par les produits d'oxydation de l'acide linoléique (Gul et al., 2015). Ce test vise à mesurer la capacité des nanopar...
	Mode opératoire (10)
	Le test du β-carotène/acide linoléique a été réalisé selon la méthode décrite par Kelen et Bektas (Kelen et Tepe, 2008; Merghem et al., 2022), avec quelques modifications telles que l'utilisation de Tween 80 au lieu de Tween 40. Pour ce faire, 2 mg de...
	Où: A échantillon: représente l'absorbance en présence des nanoparticules après 48 heures.  A BHT: représente l'absorbance du BHT après 48 heures.
	2.2.4.1.4. L'activité anti-hémolytique par peroxy de d'hydrogène (H2O2)
	Principe (11)
	Le test d'anti-hémolyse in vitro est une méthode couramment utilisée pour évaluer la capacité d'un composé à protéger les érythrocytes (globules rouges) contre la destruction (hémolyse) induite par divers agents, telles que le milieu hypotonique, l'ut...
	L'activité anti-hémolytique des nanoparticules été évaluée par la capacité de ces nanoparticules à stabiliser la membrane des globules rouges vis-à-vis de l'attaque du peroxyde d'hydrogène (H2O2).
	 Préparation de la suspension d'érythrocytes
	La suspension érythrocytaire a été préparée suivant les étapes décrites par Saradha et al., (2013).
	1. le sang fraichement prélevé à l'aide d'une seringue graduée a été mis dans des tubes (EDTA) ensuite centrifugé à 3000 trs/min pendant 10 min pour séparer les globules rouges des autres éléments constitutifs du sang.
	2. Après élimination du surnageant, le culot a été récupéré et lavé 3 fois avec une solution d'eau physiologique (Nacl) à 0.9% à température ambiante.
	3. Chaque lavage consiste en une centrifugation à 3000 trs/min pendant 10 min et une suspension du culot dans l'eau physiologique à 0.9%.
	4. Après la dernière centrifugation, le culot est resuspendu à nouveau dans une solution constituée de tampon phosphate salé (PBS) à 0.2M, PH=7.4 pour obtenir une suspension à 4%.
	 Préparation desolution de la quercitine
	Un contrôle positif (quercitine) a été réalisé avec une solution à différentes concentrations  (0-0.5-0.25-1mg.mL-1) desont dissous dans méthanol.
	 Préparation des échantillons
	Différentes concentrations des nanoparticules (0.0625-1mg.mL-1)ont été solubilisées dans le DMSO et pour une meilleure dispersion,il faut resté pendant une heure à l'ultrason.
	Mode opératoire (11)
	Le test permettant de rechercher un effet anti hémolytique des nanoparticules étudiés a été réalisé selon la méthode de Nabavi et al.,(2012). Pour obtenir une hémolyse à 100% on a ajouté 2 mL d'H₂O distillé à 2 mL de suspension de RBC.
	1. Mettre dans des tubes 1mL des nanoparticules à différentes concentrations (0.0625 – 1mg.mL-1) avec 2 mL de suspension érythrocytaire (4%) puis ajouter 2 mL de tampon phosphate.
	2. Incuber les tubes pendant 5min à la température ambiante.
	3. Ajouter 0.5 mL de H2O2 (3%).
	Dans un autre ensemble, la quercétine a été prise comme composé de référence et traitée de la même manière.
	4. Centrifuger les tubes à 3000 trs/min pendant 10 min.
	5. Récupérer le surnageant.
	6. Lire l'absorbance du surnageant de chaque tube à 540 nm à l'aide d'un spectrophotomètre (Rajeshwari et al., 2012).
	Le pourcentage d'inhibition de l'hémolyse a été calculé selon la formule suivante:
	Ou: Abs contrôle: Absorbance du contrôle négatif. Abs échantillon: Absorbance l'échantillon.
	2.2.4.1.5. L'activité photocatalytique par bleu de méthylène (BM)
	Principe (12)
	L'activité photocatalytique fait référence à la capacité d'un matériau à activer des réactions chimiques sous l'effet de la lumière. Ce phénomène repose sur l'absorption d'énergie lumineuse, qui provoque l'excitation des électrons dans le matériau, gé...
	Mode opératoire (12)
	L'activité photocatalytique des nanoparticules a été étudiée dans l'évaluation de la photodégradation du bleu de méthylène (BM) comme composé modèle sous lumière (UVA-110W). Les expériences de photodégradation ont été réalisées à température ambiante,...
	fonction du temps, l'échantillonnage de la solution irradiée a été effectué à 5, 15, 30, 60 et 120 min, et l'absorbance de ces échantillons a été mesurée à 663 nm.
	Le pourcentage de dégradation du colorant BM a été calculé à l'aide de l'équation:
	Où A0 représente l'absorbance de la solution BM avant l'exposition aux rayonnements UV, et At représente l'absorbance de la solution au temps t (Nasab et al., 2020; Weldegebrieal et Sibhatu, 2021).
	2.2.4.1.6. Anti-diabétique
	2.2.4.1.6.1. L'activité inhibitrice de l'alpha-glucosidase
	Principe (13)
	L'étude de l'effet inhibiteur des nanoparticules porte sur la détermination de son pouvoir inhibiteur sur l'enzyme α-glucosidase. Le test de détermination du pouvoir inhibiteur sur l'enzyme α-glucosidase est basé sur la mesure de la libération de p-ni...
	Cette méthode est utilisée pour déterminer la diminution de la capacité d' α -glucosidase à hydrolyser son substrat en présence des nanoparticules biosynthétisées par extrait aqueux des noyaux des dattes(ZnO NPs et ZnO dopé Mg-Ag NPs).
	Préparation des solutions et des réactifs
	 Préparation de la solution d'α-glucosidase: La solution de l'enzyme α-glucosidase 2000 U/l est diluée au 1/1000 dans le tampon PBS.
	 Préparation du substrat: Dissoudre 0.5 mg p-nitrophényl-α-D-glucopyranoside (pNPG) dans 1mL d'eau distillée.
	 Préparation de la solution de l'acarbose: Pour préparer une solution de l'acarbose de 100 mM, 50 mg de l'acarbose est dissout dans 774 μl d'eau distillée. Une gamme de dilution allant de 0.0625 à 5mg.mL-1 est préparée pour le test d'α- glucosidase.
	 Préparation des échantillons (1)
	Les nanoparticules (0.0625 - 1 mg.mL-1) sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et rester pendant une nuit au solvant, et pour une meilleure dispersion, il faut resté pendant une heure à l'ultrason, il est préparé dans la même gamme de concentra...
	 Solution tampon phosphate: pH = 6.9 avec 6 mM de chlorure de sodium.
	Mode opératoire (13)
	Pour évaluer l'activité inhibitrice de l'α-glucosidase, dans un tube sec, ajouter un volume de 500μl de la solution de l'α-D glucosidase, et ajouter 100μl de l'acarbose pour le contrôle positif, desnanoparticules (0.0625mg.mL-1 à 1mg.mL-1) pour le tes...
	L'acarbose est utilisé comme un contrôle positif, alors que le milieu réactionnel dépourvu d'inhibiteur (l'acarbose, les nanoparticules) représente le contrôle négatif.
	2.2.4.1.6.2. L'activité inhibitrice de l'alpha-amylase
	Principe (14)
	L'activité inhibitrice de l'alpha-amylase a été évaluée par la méthode de l'iode/iodure de potassium (IKI). Cette méthode est basée sur le principe de l'interaction chimique entre l'iode et l'amidon pour former un complexe bleu, permettant de quantifi...
	Cette expérience est utilisée pour déterminer la diminution de la capacité de l'enzyme à hydrolyser son substrat en présence des nanoparticules biosynthétisées par extrait aqueux des noyaux des dattes.
	Préparation des solutions et des réactifs (1)
	 Préparation de la solution d'α-amylase de 5U/l à partir du plasma d'un groupe de patients atteints d'une maladie pancréatite et assurer que se groupe aucune infection virale de (HIV-HBV-HCV). ajouter 10μl d'α-amylase 1000U/l à 990 μl d'eau distillée...
	 Préparation du substrat: Dissoudre 1 g d'amidon dans 100 mL d'eau distillée (1%).
	 Préparation de la solution de l'acarbose:Pour préparer une solution de l'acarbose de 100mM, 50 mg de l'acarbose est dissout dans 774 μl d'eau distillée. Une gamme de dilution allant de 1 à 5mg.mL-1 est préparée pour le test d'α-amylase.
	 Préparation des échantillons: Les nanoparticules (0.15625 - 5 mg.mL-1) sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et rester pendant une nuit au solvant, et pour une meilleure dispersion; il faut resté pendant une heure à l'ultrason, il est prépar...
	 Solution tampon phosphate: (pH = 6.9 avec 6 mM de chlorure de sodium).
	Mode opératoire :
	Les tests d'activité inhibitrice de l'α-amylase a été réalisé selon la méthode à l'iode/iodure de potassium (IKI) Benchikha et al,. (2022) avec quelques modifications, comme suit :
	25 μL de solutions des nanoparticules à différentes concentrations ont été ajoutés à 50 μL de solution d'enzyme α-amylase (5 U/l), et le mélange a été préincubé pendant 10 min à 37± 1C . Ensuite, la réaction a été initiée par l'ajout de 50 μL de solut...
	L'inhibition de l'α-amylase a été calculée à l'aide de l'équation suivante :
	où:
	Ac = Absorbance [25 μL de solvant + 50 μL de solution tampon + amidon + HCl + IKI].
	Ae = Absorbance [25 μL de solvant + enzyme + amidon + HCl + IKI].
	As = Absorbance [extrait + enzyme + amidon + HCl + I KI].
	Ab = Absorbance [extrait + 125 µL de solution tampon + IKI].
	L'acarbose est utilisé comme un contrôle positif, alors que le milieu réactionnel dépourvu d'enzyme α-amylase représente le contrôle négatif.
	2.2.4.1.6.3. L'activité d'absorption du glucose par les cellules de levure
	Principe (15)
	La méthode de la capture du glucose parles cellules de levure in vitro est utilisée pour évaluer l'activité antidiabétique d'une substance en mesurant sa capacité à favoriser l'absorption du glucose par les cellules de levure. Ce test a été réalisé se...
	Cette expérience est utilisée pour déterminer la capacité des nanoparticules biosynthétisées par extrait aqueux des noyaux des dattes à favoriser l'absorption du glucose indique une activité antidiabétique.
	 Préparation des solutions
	Préparation des cellules de levure
	Suspension initiale (1%): La levure de boulangerie commerciale (Saccharomyces cerevisiae) a été dissoute dans de l'eau distillée pour préparer une suspension à 1%. La suspension a été conservée toute la nuit à température ambiante (25 C ).
	Lavage: La suspension (1%) de cellules de levure a été centrifugée à 4 200 tr/min pendant 5 minutes, le culot (cellules) est éliminé, et le surnageant est remis en suspension dans de l'eau distillée. Ce processus est répété jusqu'à obtenir un surnagea...
	Suspension finale (10%): Exactement 10 parties du surnageant clair sont mélangées à 90 parties d'eau distillée pour obtenir une suspension à 10% (v/v).
	Préparation des échantillons:
	Les nanoparticules (0.15625 - 5 mg.mL-1) sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et rester pendant une nuit au solvant, et pour une meilleure dispersion; il faut resté pendant une heure à l'ultrason. L'Acarbose (5 mg.mL-1) sont dissous dans l'ea...
	Mode opératoire (14)
	Différents concentrations  des nanoparticules (0.15625 - 5 mg.mL-1)ont été ajoutées à 1mL de solution de glucose (25 Mm) (4g/L)et incubés ensemble pendant 10 min à 37 C . La réaction a été initiée par addition de 100 µl de la suspension de levure. Cha...
	Où
	Abs contrôle correspond à l'absorbance de la réaction témoin (contenant tous les réactifs sans l'échantillon testé).
	Abs échantillon correspond à l'absorbance de l'échantillon testé (Mélange contenant solution des nanoparticules, le glucose et la levure) (Odeyemi et Dewar, 2019; Pitchaipillai et Ponniah, 2016; Thete et Dilip, 2020).
	2.2.4.1.7. Activité anticoagulante
	2.2.4.1.7.1. Le test de temps de thromboplastine partielle activée (APTT) et le test de Temps de prothrombine (PT)
	Principe (16)
	Le test de temps de thromboplastine partielle activée (APTT) mesure le temps nécessaire à la formation d'un caillot de fibrine après l'activation des voies intrinsèque et commune de la coagulation, il évalue principalement les facteurs de coagulation ...
	Ces tests sont réalisés in vitro sur du plasma sanguin prélevé sur un tube citraté, qui empêche la coagulation en chélatant le calcium. L'ajout d'activateurs spécifiques et de réactifs permet de déclencher les cascades de coagulation et de mesurer le ...
	Mode opératoire (15)
	Le test de coagulation APTT a été réalisé par la méthode de (Gueboudji et al., 2022). Des échantillons de plasma humain normal citraté (90 µL) a été mélangé avec 10µl d'une solution des nanoparticules à différentes concentrationsde (1 à 2.5 mg.mL-1) s...
	Le test de coagulation PT a été réalisé par la méthode de (Kenza et al., 2020). Des échantillons de plasma humain normal citraté (90 µL) ont été mélangés à 10µl des nanoparticules à différentes concentrations de (1 à 2.5 mg.mL-1)sont dissous dans NaCl...
	2.2.4.1.8. Activité antimicrobienne
	2.2.4.1.8.1. L'activité de microdilution en bouillon
	Protocole de microdilution en bouillon pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) des nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag contre diverses bactéries (Gram+ et Gram−).
	Matériel
	- Plaque de microtitration en plastique (96 puits).
	- Milieu de culture: gélose Mueller-Hinton (MHA) et bouillon Mueller-Hinton (MHB) ajusté en cations.
	- Spectrophotomètre pour mesurer la turbidité bactérienne.
	- Solution de résazurine(indicateur colorimétrique).
	- Nanoparticules ZnO et ZnO dopées Mg-Ag, dissoutes dans du DMSO.
	- Amoxicilline (1 mg.mL-1) (témoin positif pour Gram+).
	- Gentamicine (1 mg.mL-1) (témoin positif pour Gram−).
	Préparation des suspensions bactériennes
	- Les bactéries testées sont:
	- Gram+: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus.
	- Gram−: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Klebsiellapneumoniae.
	- Les souches sont cultivées sur MHA, puis inoculées dans MHB.
	- La densité bactérienne est ajustée à 0.5 McFarland (1.5 × 10⁸ UFC/mL) à 600 nm (DO₆₀₀) (Qaiyumi S,. 2007.).
	Préparation de la solution de résazurine
	- Dissolution de 337.5 mg de résazurine dans 50 mL d'eau distillée stérile.
	- Mélange avec un vortex stérile pendant 1 heure dans l'obscurité.
	- Conservation dans un flacon marron pour éviter la dégradation par la lumière.
	Préparation des nanoparticules (NPs)
	- Dissolution des NPs dans DMSO (concentrations de 0.3125 à 40 mg.mL-1).
	- Agitation pendant une nuit dans le solvant.
	- Dispersion optimale par ultrason pendant 1 heure.
	Préparation et inoculation des plaques de microtitration
	- Ajout de 100 µL de solution de nanoparticules dans chaque puits.
	- Ajout de 50 µL de suspension bactérienne dans chaque puits.
	- Inclusion de témoins :
	Témoin négatif: sans antibiotique.
	Témoin positif: amoxicilline pour Gram+ et gentamicine pour Gram−.
	Incubation
	- Incubation aérobie à 37 C  pendant 24 heures(Schwalbe, R., L. et al., 2007).
	Détermination de la CMI
	- Après incubation, ajout de 5 µL de résazurine (6.75 mg.mL-1) dans chaque puits.
	- Incubation supplémentaire à 37 C  pendant 4 heures.
	- Observation du changement de couleur :
	Avant le changement de couleur→ CMI déterminée(Weinstein, M.P., 2018).
	Détermination de la CMB
	- La concentration la plus faible où aucune croissance bactérienne n'est observée après incubation est la CMB (Wayne, P.,2010).
	Ce protocole permet une évaluation rapide et fiable de l'activité antibactérienne des nanoparticules.
	2.2.5. Activité in vivo des nanoparticules d'oxyde de zinc, oxyde de zinc dopées par magnésium et l'argent (ZnO NPs,ZnO dopé Mg-Ag NPs)
	2.2.5.1. Étude de toxicité subaiguë
	L'étude de la toxicité subaiguë des nanoparticules de ZnO NPs et de ZnO dopées Mg-Ag NPs a été réalisée selon le protocole décrit dans (Askri D, 2018).
	L'expérimentation a été réalisée sur 45 rats albinos de la souche Wistar mâles adultes, pesant entre 156 et 213 g. A été répartis aléatoirement en neuf groupes de cinq rats (n=5) chacun ont été créés comme suit: le groupe 1 (groupe témoin) a reçu de l...
	2.2.5.2.  Provocation du diabète
	Après une nuit de jeûne, le diabète a été induit chez les rats par en une seule dose injection intrapéritonéale d'une solution fraîchement préparée d'alloxane monohydraté à une dose de 150 mg/kg de poids corporel (Usrey E Z. et al., 2020). L'alloxane ...
	2.2.5.3. Plan expérimental
	Après l'induction du diabète, les rats albinos de la souche Wistar mâles ont été répartis aléatoirement en 5 groupes, chaque groupe contenant cinq rats (n=5), comme suit :
	 Groupe 01 (Témoins): 5 rats normale (Non diabétiques) nourris avec un régime alimentaire standard et recevait de l'eau pendant 21 jours.
	 Groupe 02 (Rats diabétiques): 5 rats diabétiques nourris avec un régime alimentaire standard et recevait de l'eau pendant 21 jours.
	 Groupe 03 (Rats diabétiques + Metformine): 5 rats diabétiques nourris avec un régime alimentaire standard et traités par voie orale (gavage) avec une dose de 5mg/kg de poids corporel de Metformine pendant 21 jours.
	 Groupe 04 (Rats diabétiques + ZnO NPs): 5 rats diabétiques nourris avec un régime alimentaire standard et traités par voie orale (gavage) avec une dose de 5mg/kg de poids corporel des nanoparticules d'oxyde de zinc pendant 21 jours.
	 Groupe 05 (Rats diabétiques + ZnO dopé Mg-Ag NPs): 5 rats diabétiques nourris avec un régime alimentaire standard et traités par voie orale (gavage) avec une dose de 5mg/kg de poids corporel des nanoparticules d'oxyde de zinc dopées par magnésium et...
	 Nous avons mesuré leur taux de glucose sanguin l'aide d'un glucomètre de type (Vital-Check; TECO Diagnostics, Corée) périodiquement chaque semaine de l'expérience.
	 Le poids corporel a été enregistré périodiquement chaque semaines de l'expérience.
	 Les nanoparticules ont été administrées sous forme de suspension aqueuse.
	 Les animaux diabétiques ont été traités après 72 heures de provocation du diabète (Yadav et al., 2019).
	2.2.5.4.  Sacrifice et collecte de sang
	À la fin de 21 jours de traitement et Après un jeûne de 16 heures, les rats ont été sacrificés sous anesthésie légère à base de chloroforme de 94 %. Les échantillons de sang ont été recueillis et transférés dans des tubes marqués et numérotés pour cha...
	2.2.5.5.  Préparation des échantillons de tissus
	Les animaux sacrifiés ont été disséqués pour le prélèvement de certains organes,puis le foie, le pancréas ont été lavés avec une solution saline normale (NaCl à 0.9%) et placée dans une solution formaldéhyde à 10 % pour un examen histopathologique.
	2.2.5.6.  Analyse des paramètres hématologiques
	Les paramètres hématologiques (Numération Formule Sanguine NFS), ont été déterminés à l'aide de la méthode de Coulter et d'un analyseur hématologique automatique Medonic (Coulter Beckman -USA-).
	Le paramètre de l'hémoglobine-glyqué (HbA1c), ont été déterminé à l'aide de la méthode de chromatographie d'échange d'ions haute pressions (HPLC) et d'un analyseur automatisé d'hémoglobine glyquée HLC-723 ( l'annexe n 4).
	2.2.5.7. Analyse des paramètres biochimiques, enzymatiques, hormonal
	Les paramètres analysées sont: Glycémie, Urée, Créatinine, Acide urique et Cholestèrol, Triglycèride, Lipoprotéine de haute densité (HDL), Lipoprotéine de basse densité (LDL), Glutamo pyruvate Transaminase (AST), GlutamooxaloacétateTransfèrase (ALT), ...
	Les détails des méthodes analytiques utilisées pour les analyses biochimiques, enzymatiques,hormonalsont présentés dans l'annexe n 4.
	2.2.5.8. Analyses histologiques des tissus (foie, pancréas)
	Une partie de foie et de pancréas ont été prélevés après le sacrifice des rats, puis placés dans un fixateur (formaldéhyde à 10%) jusqu'à la préparation des coupes pour l'analyse. Les échantillons ont été déshydratés dans une série graduée d'éthanol d...
	À l'aide d'un microtome rotatif Thermo Scientific (Micron HM 325), les blocs de paraffine ont été découpés en couches de 3 à 5μm d'épaisseur. Les coupes ont été colorées avec de l'hématoxyline et de l'éosine, puisl'observation histopathologique a été ...
	Figure 26:Schéma du protocole expérimental de l'étude in vivo.
	2.3. Analyse statistique
	Toutes les résultats obtenus sont présentés sous forme de Moyenne ± Écart-Type (Mean ± ET). Le logiciel statistique SPSS (version 22), a été utilisé pour comparerles moyennes des différents groupes. Une analyse ANOVA à un facteur et suivie du test pos...
	✔ Significatif (* ou a p ≤ 0.05).
	✔ Très significatif par rapport au contrôle (** ou b p ≤ 0.01).
	✔ Très hautement significatif par rapport au contrôle (*** ou c p ≤ 0.001).
	5.1. Étude de toxicité subaiguë
	Tableau 16: Test de toxicité subaiguë des nanoparticules ZnO NPs biosynthétisées par extrait aqueux des noyaux des dattes chez les rats de wistar.
	Tableau 17:Test de toxicité subaiguë des nanoparticules ZnO dopées Mg-Ag NPs biosynthétisées par extrait aqueux des noyaux des dattes chez les rats de wister.
	5.2. Suivi du poidse corporelle des rats
	5.3. Suivi de taux de glucose sanguin des rats
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