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Introduction générale

Les nanomatériaux ont attiré beaucoup d’attention ces derni¢res décennies, grace a ces
propriétés magnétiques, optiques, électriques et catalytiques considérable, ces particules ont des
propriétés différentes des minéraux qui les composent, les nanomatériaux sont utilises dans
divers domaines tels que la médecine, I'agriculture, I'environnement et I'industrie [1].

D’habitude, les nanoparticules peuvent étre synthétisées par différents procédés
physicochimiques comme la déposition de vapeur et la réduction chimique, les produits
chimiques utilisés lors de ces syntheses sont souvent toxiques, couteux et non respectueux de
I’environnement [2]. Depuis quelques années la communauté scientifique étudie plutét les
organismes vivants (bactéries, champignons, plantes, levures.) comme bioréducteur pour
fabriquer les nanoparticules.

L'utilisation d’extraits de plantes pour 1’élaboration des nanoparticules présente plusieurs
avantages tels que la disponibilité de la matiere premicre et surtout I’activité biologique que
peut présenter cette derniére [3], la facilité d'acceés et la sécurité de manipulation, elle permet la
production de grandes quantités de nanoparticules, elle peut agir a la fois comme agent
réducteur et stabilisateur dans la synthése des nanoparticules [4-5]. Les principaux produits
phytochimiques responsables de la synthése des nanoparticules sont les flavonoides, alcaloides
et les composés phénoliques [6].

Dans ce contexte, I’objectif de ce travail est de synthétiser des nanoparticules d’oxyde de
cuivre en utilisant une méthode verte, économique et respectueuse de 1’environnement. Pour
répondre a ces criteres nous avons choisi de préparer les nanoparticules de CuO a partir d’extrait
des feuilles d’une plante aromatique (Rosmarinus Officinalis) comme bio réducteur, et
caractérisation de ces nanoparticules par les méthodes spectroscopique et microscopique telle
que I’UV-Vis, FTIR,MEB et DRX. Ainsi que, I’évaluation de I’activité antioxydante des
nanoparticules de CuO.

Le manuscrit de ce mémoire est subdivisé en trois chapitres :

»  Dans le premier chapitre, nous exposons un apercu général sur les nanoparticules de
cuivre, notamment leurs methodes de synthese, le mécanisme de formation et ces applications
dans les différents domaines. En plus, nous avons présenté une étude botanique de I’espéce
étudié R.officinalis, ainsi I’intérét thérapeutique de cette plante médicinale, et I’activité
antioxydante.

»  Lesecond chapitre décrit les matériels, reactifs et les méthodes expérimentales utilisées
dans la synthese et la caractérisation des nanoparticules de cuivre, 1’évaluation de ’activité

antioxydante des nanoparticules synthétisées.
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»  Le troisieme chapitre regroupe la synthése, les résultats de caractérisation des

nanoparticules étudiées, ainsi que les résultats de 1’activité antioxydante et leurs discussions.

Enfin, nous terminons le manuscrit par une conclusion générale qui résumera 1’ensemble

des résultats obtenus et on proposera quelques perspectives.
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Chapitre | Rappel bibliographique

Dans ce chapitre nous avons présenté, d’une part une étude bibliographique sur les
nanoparticules, notamment les méthodes de synthése, le mécanisme de formation et leur
application dans les différents domaines, d’autre part on a donné une description botanique, la
composition chimique de la plante étudiée ; Rosmarinus Officinalis, qui est ensuite utilisée pour

I’¢laboration des nanoparticules de cuivre, aussi un petit rappel sur I’activité antioxydante.
I.1. Généralités sur les nanoparticules

Les nanosciences et les nanotechnologies représentent 1’un des développements les plus
prometteurs des sciences de la matiere. Le préfixe « nano » qui signifie trés petit en grec, définit
un domaine de tailles pour les objets entre un et quelques centaines de nanomeétres [1].

I.1.1. Nanomatériaux

On entend par nanomatériau un matériau naturel, formé accidentellement ou
manufacturé contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou sous forme d’agglomérat,
dans au moins 50 % des particules, dans la répartition numérique par taille, présentent une ou

plusieurs dimensions externes se situant entre 1 nm et 100 nm [2].
[.1.2. Familles des nanomatériaux
Il existe deux grandes familles des nanomatériaux :

» Les nano-objets sont des matériaux : (nano feuillet, nano fibre et nanoparticules) présentant

une, deux ou trois dimensions externes dans le domaine nanométrique.

» Les matériaux nano structurés : sont des matériaux (agrégat, nano composite et nano poreux)
comporte des nanoparticules dans sa structure, superficiellement (traitement de surface) ou
dans tout son volume c.-a-d. qui a une structure interne ou de surface a I’échelle

nanométrique [3].
1.1.3. Définition des Nanoparticules

Les NPs également appelées particules ultrafines, qui sont des nano-objets dont les trois
dimensions [4], dont la taille varient de 1 a 100 nm. Il est donc plus grand que les atomes et
plus petit que la cellule, De plus les NPs sont une masse moléculaire atomique ou
microscopique, constituée d’un million d’atomes liés entre eux de maniére presque sphérique

avec un rayon inférieur 8100 nm [5].
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Figure I.1:Gamme de tailles des nanoparticules [6].
I.1.4. Classification des nanoparticules

Les NPs sont généralement divisées en plusieurs catégories en fonction de leur
morphologie, de leur taille et de leurs propriétés chimiques. Sur la base de leurs caractéristiques
physiques et chimiques, voici quelques-unes des classes bien connues de NPs.

1.1.4.1. NPs métalliques

Les NPs métalliques sont constituées uniquement de précurseurs métalliques. En raison
des caractéristiques bien connues de la résonance plasmonique de surface localisée (LSPR), ces
NPs possedent des propriétés optoélectriques uniques. Les NPs des métaux alcalins et nobles
tels que le cuivre, I'argent et I'or présentent une large bande d'absorption dans la zone visible du
spectre électromagnétique solaire. La synthese contrdlée de la facette, de la taille et de la forme

des NPs métalliques revét une importance cruciale dans les matériaux de pointe actuels [7].
1.1.4.2. NPs semi-conductrices

Les matériaux semi-conducteurs possedent des propriétés situées entre celles des métaux
et des non-métaux, ce qui leur confére diverses applications dans la littérature [8-9]. Les NPs
semi-conductrices présentent de larges bandes interdites et donc une modification significative
de leurs propriétés grace a I'ajustement de la bande interdite. Par conséquent, elles sont des
matériaux trés importants dans la photocatalyse, la photo-optique et les dispositifs électroniques
[10].




Chapitre | Rappel bibliographique

1.1.4.3. NPs céramiques

Les NPs céramiques sont des solides inorganiques non meétalliques, synthétisés par
chauffage et refroidissement successifs. Elles peuvent se présenter sous des formes amorphes,

polycristallines, denses, poreuses ou creuses [11].
1.1.4.4. NPs polymériques

Il s'agit généralement de NPs a base organique, et dans la littérature, on utilise le terme
spécial de nanoparticules polyméres (PNP) pour les désigner. Elles sont principalement sous

forme de nanosphéres ou de nanocapsules [12].
I.1.5. Méthodes de synthése des nanoparticules
1.1.5.1. Procédés par voie physique

Généralement, les méthodes physiques sont utilisées commercialement pour la synthese
des NPs [13], la synthése par voie physique est basée sur une nucléation homogéne de vapeur

sursaturée suivie d une croissance des particules par condensation [14].

Les méthodes de synthése physique les plus utilisé sont 1’évaporation, condensation,

I’ablation au laser et le broyage mécanique.

L’avantage de cette méthode est la production des NPs pures de taille controlée mais

cette méthode est coliteuse.
1.1.5.2. Procédés par voie chimique

Les limitations de cette méthode sont 1’utilisation des produits chimiques toxiques,

grande consommation d’énergie et la pollution de I’environnement.

Les méthodes chimiques sont les plus utilisées pour obtenir des NPs de cuivre. Diverses
méthodes chimiques sont utilisées pour obtenir des NPs, telles que la rédaction sono- chimique,

la synthése hydrothermale, 1’¢électrochimie, la réduction chimique et sol-gel [15].
1.1.5.3. Synthése verte

La syntheése verte de nanoparticules offrent des avantages distincts, en raison de
I’utilisation directe des ressources naturelles et biologiques par des voies de syntheése plus
simples, non toxiques, biocompatibles et peu colteuses [16-17], la synthese verte de NPs
d’oxydes métalliques a partir d'extraits végétaux par exemple peut étre mise en avant comme
une méthode simple, économique et écologique[18], les extraits de plantes contiennent des

composés bioactifs tels que les polyphénols, I’acide ascorbique, les flavonoides, 1’acide
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citrique, les alcaloides, terpénes et réductase [19], ces composés biologiquement actifs agissent
comme des agents réducteurs et stabilisants, qui contribuent a la réduction des précurseurs

d’ions métalliques et a la formation des structures de nanoparticules souhaitées [20].
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Figurel.2:Synthése verte des nanoparticules a partir d’extrait de plante.
1.1.6. Mécanisme de formation des nanoparticules métalliques

Dans I’ensemble, le mécanisme de la synthése des NPs métalliques dans les plantes et

les extraits de plantes comprend trois phases principales :

» La phase d’activation: pendant laquelle se produisent la réduction des ions métalliques et

la nucléation des atomes métalliques réduits.

» La phase de croissance: durant laquelle les petites nanoparticules adjacentes se fusionnent
spontanément en particules de plus grande taille (formation directe de nanoparticules par
nucléation et croissance hétérogenes et réduction supplémentaire des ions métalliques;
Dénommée maturation Ostwald), qui s’accompagne d’une augmentation de la stabilité

thermodynamique des NPs.

» La phase de terminaison : du processus déterminant la forme finale des nanoparticules [21,

22].
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Figure 1.3:Une représentation schématique de la synthése des nanoparticules métalliques.
I.1.7. Nanoparticules d’oxyde de cuivre

#* Le cuivre est un élément de transition de numéro atomique Z = 29, de symbole Cu. Le
corps simple cuivre est un métal caractérisé par deux degrés d’oxydation stables il posséde des
conductivités électrique et thermique particulierement élevées qui lui conférent des usages
variés. Il intervient également comme matériau de construction et entre dans la composition de

nombreux alliages, les cupro-alliages [23].

#+ L’oxyde de cuivre pur CuO est un solide noir, il est insoluble dans I’eau et non

dangereux, le tableau 1.1 regroupe quelques propriétés physiques du CuO.
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Tableau L.1 : Les propriétés physiques de CuO.

Masse volumique 6.32 g.cm™

Masse molaire 79,75 g.mol!

Paramétre maille a la température Monoclinique, a=4,68A°, b=3,42A°c =

ambiante 5,12A°, 3 =99,54 A°
Point de fusion 1599 K
Constante diélectrique relative 12,0

Masse d'un électron de la bande de 0,16—0,46 m.

conduction

Masse d’un trou de la bande de valence 0,54 — 3,7 me

Longueur de la liaison CuO 1,95 A°

Capacité de chaleur spécifique (Cp) 460+ 10 JKg! K'!
Coefficient thermique d’expansion 12,5 x 10°K!
Conductivité thermique (k) 17 K'.m'

#+ Les nanoparticules de cuivre NPsCuO sont I’un des nanomatériaux les plus largement
utilisés de nos jours. Ils ont de nombreuses applications dans les processus biologiques, la
médecine, les dispositifs énergétiques, 1’assainissement de 1’environnement et les domaines

industriels de la nanotechnologie [24].
1.1.8. Propriétés des nanoparticules d’oxyde de cuivre et leurs applications

Les NPsCuO possedent plusieurs propriétés intéressantes qui les rendent utiles dans divers
domaines d'application:

» Conductivité électrique: Le cuivre étant un excellent conducteur, les NPsCuO conservent
cette propriété. Elles présentent une conductivité électrique élevée, ce qui les rend utiles dans
les applications liées a la conductivité, telles que les dispositifs électroniques, les électrodes,
les capteurs et I'électrochimie [25].

» Propriétés catalytiques: Les NPsCuO ont montré une activité catalytique significative dans
diverses réactions chimiques, notamment I'oxydation et la réduction catalytiques. Elles sont
utilisées dans des applications catalytiques telles que la conversion des gaz d'échappement,
la production d'hydrogéne et les réactions chimiques en général [26].
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» Propriétés antibactériennes: Les NPsCuO ont montré une activité antimicrobienne efficace
contre diverses souches bactériennes, ce qui en fait des agents antibactériens potentiels. Elles
sont utilisées dans des applications de lutte contre les infections, la désinfection de I'eau et

la fabrication de revétements antibactériens [27].

> Propriétés optiques: Les NPsCuO présentent des propriétés optiques intéressantes,
notamment une absorption dans le domaine de I'ultraviolet et du visible. Elles sont utilisees
dans des applications telles que les dispositifs optoélectroniques, les cellules solaires, la

détection optique et I'imagerie [28].

» Propriétés magnétiques: Bien que le cuivre ne soit pas un matériau magnétique, les NPsCuO
peuvent présenter des propriétés magnétiques faibles, en particulier lorsque des dopants
magnétiques sont introduits. Elles sont utilisées dans des applications liées au magnétisme

telles que le stockage de données magnétiques et la thérapie magnétique.

Afin de synthétiser des NPsCuO en pratiquant la méthode verte, nous avons utilisé une plante

aromatique : Rosmarinus Officinalis.

10
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1.2 Généralité sur Rosmarinus Officinalis
I. 2.1. Présentation de la plante

Le Romarin est une plante commune a 1’état sauvage, et c’est I’'une des plantes les plus
populaires en Algérie, ou on le trouve dans tous les jardins et parcs adjacents et les parcs en
bordure odorante. Cette plante appartient a la famille des Lamiacée. Le Romarin est un
arbrisseau toujours vert a tiges droites, trés rameux, dont les branches longues et minces portent
de nombreuses feuilles sessiles et opposées de 2,5 cm de longueur environ, a face supérieure
dure et verte, tandis que la face inférieure est laineuse, blanchatre et glanduleuse. Les bords
sont enroulés et la nervure centrale fait une forte saillie sur la face inférieure. Le Romarin porte
des verticilles de fleurs mauves. Le bord supérieur de la corolle a deux lobes et le bord inférieur

trois; seule la paire d'étamines antérieure se développe [29].

Figure 1.4 : Image de R.officinalis.

1.2.2. Classification botanique
La classification de I’espéce R. officinalisest mentionnée dans le tableau ci-dessous

Tableau 1.2 : Classification botanique de R.officinalis [30].

Embranchement Spermaphytes
Classe Dicotylédones
Ordre Lamiales (Labiales)
Famille Lamiacée

Genre Rosmarinus

11
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1.2.3. Systématique

R.officinalis : le nom provient du latin (Rosmaris) qui signifie rosée de la mer, Officinalis

rappelle les propriétés médicinales de la plante, sa classification est la suivante:

e Reégne:Planta

e Sous-regne:Tracheobionta

e Embranchement:Magnoliophyta

e Sous-embranchement:Magnoliophytina

e Classe:Magnoliopsida

e Sous-classe:Asteridae

e Ordre:Lamiales

e Famille:Lamiacée

e Genre:Rosmarinus

e Espéce:Rosmarinus officinalis L [31].
1.2.4. Nomenclature

e Tamazight :Azir, Assir. sl _n
e Arabe :Iklil Al Jabal, hassaelben. ollll sbas Juall J4SI
e Francais:Romarin.

e Anglais :Rosemary [32].
1.2.5. Distribution géographique

Originaire des régions méditerranéennes, le romarin pousse spontanément dans le sud
de I’Europe. On le cultive dans le monde entier a partir de semis ou de boutures au printemps.
Il apprécie les climats chauds, modérément secs [33]. Le romarin est commun dans toutes les
régions méditerranéennes, au Maghreb ou il est trés fréquent, commun dans toute 1’ Algérie,

floraison toute I’année [34].
I.2.6. Utilisation du Romarin
1.2.6.1. Utilisation en Phytothérapie

L’extrait agit sur les ulceres, et les dermatoses parasitaires. L huile essentielle du romarin
soulage les troubles rhumatismaux et de la circulation sanguine. Ainsi, elle soigne les blessures,
soulage les maux de téte, améliore la mémoire, combat les effets du stress et de la fatigue, et
traite 1I’inflammation des voies respiratoires. Le romarin est un stimulant, antispasmodique,

cholagogue. En cas de dyspepsies atoniques, les fermentations intestinales, les asthénies, le

12
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surmenage, les états des fievres, la grippe. Il est aussi un emménagogue, un diurétique, un anti-
VIH, et anti-cancer [35].

I.2.6.2. Utilisation alimentaire

Le romarin est un aromate apprecié, aux utilisations culinaires diverses, dans les soupes,
les marinades, sur les grillades sous forme de feuilles sechées. Aussi pour parfumer les flans et
les confitures [36]. Les extraits du romarin présentent un pouvoir antioxydant et peuvent étre

appliqués a la conservation des aliments [37].
1.2.6.3. Utilisation cosmétique

L’extrait des feuilles est largement utilisé dans les cosmétiques, il entre dans la composition

de plusieurs produits tels que les savons, les détergents et les parfums [38].
1.2.7. Composition chimique du romarin

R.officinalis contient des flavonoides, des tannins, tricyclique, et des acides phénols,
dont I’acide rosmarinique et de la résine [39]. En outre on trouve dans le Romarin des huiles
essentielles tel que I’a-pinéne, de la verbénone, du camphre, de 1’eucalyptol , du bornéol, de

’acétate de bornyle et du camphéne [40].
I.3. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont présents chez tous les végétaux supérieurs, ils
correspondent a une trés large gamme de structures chimiques et sont caractérises par une
répartition qualitative et quantitative tres inégale selon les espéces considérées, mais aussi les

organes, les tissus et les stades physiologiques [41].

IIs existent différentes des composés phénoliques classes, notamment: les acides phénoliques,

les flavonoides, les tanins.
1.3.1. Acides phénoliques

Les acides phénols, ou acides phénoliques, sont rares dans la nature. Ce sont des composés
organiques possedant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils se
divisent en deux classes : les dérivés de 1’acide benzoique (les acides hydroxy cinnamiques) et

les dérivés de 1’acide cinnamique (les acides hydroxy benzoiques) [42].

1.3.1.1. Acides hydroxy benzoiques
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La teneur en acides hydroxy benzoiques dans les plantes est tres faible, sauf exception de
certains fruits rouges, radis noirs et oignons qui peuvent contenir jusqu’a plusieurs dizaines de
milligrammes par kilogrammes de poids frais [43]. Les acides hydroxy benzoiques sont souvent

des composants de structure complexe comme les tanins.
1.3.1.2. Acides hydrox cinnamiques

Sont rarement présents sous forme libre et sont retrouvés essentiellement sous une forme
conjuguee. Il s’agit de dérivés glycolyses ou d’esters avec les acides quinique, tartrique ou
shikimique. Tres répandus dans le regne végétal, le composeé le plus courant est I’acide caféique,

I’acide féérique est également répandu dans les aliments [44].

o 0]

OH OH

Acide benzoique Acide cinnamique

Schéma 1.1:Structure des acides phénoliques.

1.3.2. Flavonoides

Ces substances de structure Ce-C3-Cg sont bio synthétisées a partir de phloroglucinolse
d’un acide phénylpropanique. Elles augmentent la résistance de la paroi cellulaire et diminuent
la perméabilité capillaire, ce sont aussi des antiagrégants plaquettaires non toxiques et
empéches 1’addition du thrombus a la paroi vasculaire [45]. Ils sont capables d’exercer une
multitude d’activité biologique notamment des propriétés antioxydants, vasculoprotectrices,
anti hépatotoxique, antiallergiques, anti-inflammatoire, antiulcéreuses et méme anti tumorales

significatives [46].

Schéma 1.2:Structure de base des flavonoides.

1.3.3. Tanins
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Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé [47]. Les tanins
sont des substances polyphénoliques de structure variée, ayant en commun la propriété de
tanner la peau, ¢’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la propriété

de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant.
I.4. Activité antioxydante
1.4.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules ou atomes qui possédent un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur couche externe. Cet état leur conféere une instabilité énergétique
et cinétique. Ils apparaissent soit au cours de la rupture symétrique d’une liaison covalente
(fission homolytique) pendant laquelle chaque atome conserve son €lectron, soit au cours d’une

réaction redox avec perte ou gain d’électrons a partir d’'un composé non radical.

Les radicaux libres les plus dangereux sont les variétés atomiques et moléculaires de

I’0xygeéne qui sont connus en tant qu’espece réactive de I’oxygéne (ERO). L’ERO est un terme
global, qui inclut non seulement les radicaux de I’oxygéne (O’z, et O'H) mais également

quelques dérivés non-radicaux de I’oxygene, y compris le peroxyde d’hydrogéne (H203), acide
hypochloreux (HOCI) et ozone (O3). L’ERO peuvent étre produites dans 1’organisme au cours
de nombreuses réactions engagées dans les mécanismes physiologiques, (respiration
mitochondriale), dans les mécanismes pathologiques (inflammation, infection) et les allergies
[48].

1.4.2. Roles physiologiques des radicaux libres

L’ERO bien qu'ils soient souvent considérés comme des substances agressives, ils ont
également des fonctions bénéfiques. Les radicaux libres agissent en tant que modulateurs des
voies de signalisation et de I'expression des genes, contribuant ainsi @ maintenir I'homéostasie
vasculaire. Ils jouent un réle de messager au sein des cellules, régulant des processus tels que
I'apoptose (mort cellulaire programmée) et la defense contre les infections. En agissant comme
des médiateurs, les radicaux libres participent a de nombreuses réactions biochimiques et

régulent divers processus physiologiques dans le corps [49].

1.4.3. Stress oxydatif
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Le stress oxydant représente l’incapacité pour l’organisme a se défendre contre
I’agression des espéces réactives oxygénées (ROS), en raison de ’existence d’un déséquilibre

entre la production de ces substances et la capacité de défendre des antioxydants [50].

Le stress oxydatif peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogéne
d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou
méme une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool,

médicaments, rayons ultraviolets, pesticides, ozone, amiante, métaux toxiques) [51].

Le stress oxydatif joue un rdle important dans de nombreuses maladies : cancer, diabéte,

la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires [50].
1.4.4. Antioxydants

Le terme antioxydant désigne toute substance qui présente a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxygéne, retarde ou inhibe significativement 1’oxydation de ce
substrat [52]. Les radicaux libres comme les especes réactives oxygénées (ROS) et les especes
réactives azotées (RNS) sont responsables sur le dommage de biomolécules cellulaires qui
résulte des maladies dégénératives [53]. Les antioxydants prévenir le dommage oxydatif
provoqué par les ROS et donne une résistance contre le stress oxydative par I’inhibition des

radicaux libres [54].
1.4.4.1. Origine des antioxydants

a- Antioxydants dans Dl’alimentation: les fruits et Iégumes sont des sources des
antioxydants naturels. Les petits fruits et certains légumes comme 1’oignon, la tomate et les
cruciferes sont des sources particulierement riches d’antioxydants qui peuvent contribuer aux

systemes de défense de 1I’organisme contre 1’oxydation.

b- Antioxydants synthétiques: Parmi les antioxydants de synthése qui sont autorisés dans
certains aliments : le BHT 321 (3,5-ditertiobutyl-4-hydroxytoluéne), BHA 320 (3-tertiobutyl-
4- hydroxyanisole), sont solubles dans les lipides et résistent bien a la chaleur. Le TBHQ
(tertiobutyl-hydroxyquinone) est moins soluble dans les graisses et le PG (gallate de propyle) a
I’avantage d’étre relativement soluble dans I’eau, mais I’inconvénient d’étre peu soluble dans
les lipides, peu résistant a la chaleur et de donner avec le fer des sels de couleur foncée. Le
nitrite présent des propriétés antioxydantes. Les chélateurs de métaux utilisés et plus efficaces

sont les polyphosphates et les dérivés d’acide citrique [55].

1.4.4.2. Mécanisme d’action des antioxydants

16



Chapitre | Rappel bibliographique

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux de peroxydes, la chélation des métaux de transition [56].
Conclusion

A partir de cette étude bibliographique qu’on a effectuée sur les nanomatériaux
particuliérement sur les nanoparticules de cuivre, notamment leurs méthodes de synthése, on
peut dire que la biosynthése des nanoparticules de cuivre est considérée comme une méthode
verte, rapide et efficace, non toxique et respectueuse de I’environnement par rapport aux
différentes méthodes physicochimiques appliquées pour la synthése et 1’¢laboration des NPs.
En plus on a donné une appréciation générale sur la plante étudié; R.officinalisqui est utilisé

ensuite comme bio-réducteur pour la synthése des NPsCuO.
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Chapitre 11 Matériels et Méthodes

Nous avons présenté dans ce chapitre la biosynthése des NPsCuOpar ’extrait de feuilles
de R. officinalis, ainsi que les différentes méthodes de caractérisation et 1’évaluation de

I’activité antioxydante par le test de DPPH.
I1.1. Matériels

I1.1.1. Matériel premiére

Les feuilles de R.Officinalis ont été récoltées au mois de janvier 2023 dans la région d’El

Euch, Wilaya de Bordj Bou Arrerid;j (figure II.1).

Figure 11.1 : Photographie de R. officinalis.
I1.1.2. Instruments

Les moyens utilisés pour les essais réalisés dans ce travail sont : des béchers, Erlenmeyer,
pipettes et micropipettes, ballons, éprouvettes graduées, tubes a essais, balance de précision,
filtration sous vide, centrifugeuse, étuve statique, rotavapeur, Un agitateur magnétique, bain-

marie, broyeur électrique, spatule, thermometre.
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I1.1.3. Produits chimiques

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont donnés dans le tableau II.1 :

Tableau I1. 1:Structures chimiques et propriétés physique des produits utilisés.

Eau distillée (H20) 100 18 AN
Méthanol (CHBOH) 64,7 32,04 H,C——OH
Ethanol(C2HsO) 78,37 46,08 CH;——CH,—OH
Acétone:(CsHsO) 0
56 58,08 |
CH;—C——CHj,
Diméthylsulfoxyde (DMSO) °
(C2Hs05) 189 78,13 |
H3C/ \CH3
2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl Q o

(DPPH) (C18H12Ns0s) L 394,32 @N-ﬁONoz

Hydroxytoluénebutylé (BHA)
(C11H1602) — 180,24
OH
|| cu2+
Sulfate de cuivre (CuSOa) 159,6 162.2 0—S—0r

I1.1.4. Appareillage

e Spectrophotomeétre (UV-Vis double faisceau type JASCO V-650).
e Spectrophotométre infrarouge (IRJASCO 4200).

e La microscopie électronique & balayage (MEB).

e La diffraction des rayons X (DRX X’Pert Pro).
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I1.2. Techniques de caractérisation des NPsCuQO

Les méthodes de caractérisation des NPsCuO sont nécessaires pour évaluer leurs propriétés
et comprendre leurs structures, la Figure (I1.2) regroupe I’ensemble de ces techniques de

caractérisation utilisées pour les NPsCuO.

UV-
Visibl  /

Caractérisation
DRX FT-IR

MEB

Figure 11.2 : Techniques de caractérisation des NPsCuO
IL. 2. 1. Spectrophotométrie UV-Visible
I1. 2.1.1. Définition

La spectrophotométrie UV-visible est une technique analytique fondée sur 1’étude du
changement de I’intensité de la lumiére traversant une solution colorée, dans un domaine
d’application compris entre 200 et 800 nm, en effet pour déterminer les concentrations des
substances absorbantes [1].

Le résultat correspond a des spectres d’émission ou d’absorption [2], qui ressemble a des
courbes de variation d’absorption en fonction de la longueur d’ondes, il est obtenu par un
spectrophotomeétre a une lumiére sensiblement monochromatique, ou le chromophore est le site
dont la structure de 1’¢lément a étudier possede 1’aptitude a absorbé les photons UV ou visible.
Il est caractérisé par la longueur d’onde la plus absorbée (Amax), et I’aptitude la plus importante

a absorber les photons a cette longueur d’onde (Emax) [3].
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Figure 11.3 : Spectrophotometre ultraviolet (UV-1900 SHIMADZU).
I1. 3.1.2. Principe

Le principe de cette technique repose sur I’interaction de 1’échantillon a analyser avec une
radiation électromagnétique d’énergie notablement ¢€levée s’étendant du proche UV au trés
proche IR, soit entre 180 et 1100 nm (Ultraviolet:200 <A< 400 nm et Visible:400 <A< 800nm).

Ce type de spectroscopie est tres utile pour étudier les structures électroniques des
molécules insaturées et pour mesurer 1’étendue de leur conjugaison. Son principe est basé sur
la mesure de la différence entre la lumiére incidente et la lumiere transmise par la solution. En
effet, lorsqu’une lumiére d’intensité lo passe a travers cette solution une partie de celle-ci est
absorbée par le soluté et I’autre partie sera transmise avec une intensité | inférieure a lo [4].

Les spectres enregistrés donnent la transmittance ou I’absorbance en fonction de la

longueur d’onde du rayonnement ou parfois du nombre d’onde.

Souwrce de hmiére

UV ou visible O I B j

Fente d’gntrée
Fente de sortie
—q Référence / }

= I
Détectewr
A Diviseur de Faisceau

Figure 11.4 : Schéma de principe d’un spectrophotométre a double faisceau [5].
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I1.3.1.3. Loi de BEER-LAMBERT

La loi de BEER-LAMBERT indique que I’absorbance d’une solution est proportionnelle a
sa concentration et a I’épaisseur 1 de I’échantillon. La spectroscopie UV-visible peut donc étre
utilisée pour déterminer la concentration d’une entité chimique en solution. Cette détermination
se fait dans la pratique soit a partir d’'une courbe d’étalonnage qui donne I’absorbance en
fonction de la concentration, soit quand le coefficient d’extinction molaire est connu, en

utilisant la Loi de Beer-Lambert :

v" 1/lg:est la transmittance de la solution (sans unité).

v A:est I’absorbance ou densité optique a une longueur d’onde A.

v' { :est le coefficient d’extinction molaire en (l.mol t.cm™). Il dépend de la longueur
d’onde, de la nature chimique de I’entité et de la température.

v" lest la longueur du trajet optique de la solution traversée, elle correspond a 1’épaisseur
de la cuvette utilisée en (cm).

v' C:est la concentration molaire de la solution en (mol.I"%) [6].
I1.3.2. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)
I1.3.2.1. Définition

Le spectre IR, est une véritable carte d’identité de la molécule. Les longueurs d’onde
auxquelles I’échantillon absorbe, sont caractéristiques des groupements chimiques présents
dans le matériau analysé [7], est une méthode d’analyse non destructive basée sur I’absorption
d’un rayonnement infrarouge (IR) par le matériau analysé, elle permet via la détection des
vibrations caractéristiques des liaisons chimiques, d’effectuer 1’analyse des fonctions

chimiques présentes dans le matériau [8].
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Figure 11.5 : Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourrier (FTIR).
I1.3.2.2. Principe

Le principe de la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) repose sur
I’absorption d’un rayonnement infrarouge a simple ou double faisceau par 1’échantillon a
analyser. Cette technique permet de détecter les fréquences de vibration caractéristiques des
liaisons chimiques, ce qui permet d'analyser les fonctions chimiques présentes dans le matériau.

Lors d'une mesure FTIR, le faisceau infrarouge est dirigé vers un interférometre de
Michelson qui module chaque longueur d'onde du faisceau a une fréquence différente.
L'interférometre sépare le faisceau lumineux incident en deux parties qui se réfléchissent sur
des miroirs, l'un étant fixe et l'autre mobile. Lorsque les deux faisceaux se recombinent, des
interférences destructives ou constructives se produisent en fonction de la position du miroir
mobile.

Le faisceau modulé est ensuite réfléchi par les deux miroirs vers I'échantillon, ou des
absorptions se produisent. Le faisceau, apres avoir interagi avec I'échantillon, atteint finalement
le détecteur ou il est transformé en un signal électrique. Ce signal est ensuite traité pour obtenir
un spectre infrarouge représentant les absorptions spécifiques du matériau dans la plage des

infrarouges [9].
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Interférométre de  Murour fixe.

Michelson \QE :S' aratrice (KBr)
- | |
i B i— il
mobile E i
Détecteur ‘----------------.---_.f |
K Diaphragme
Cellule a gaz (-
|
\4
~
- —<¢ Source IR

Figure 11.6 : Schéma de principe du spectrométre FTIR [10].
11.3.3. Microscopie électronique a balayage (MEB)
11.3.3.1. Définition

La microscopie électronique a balayage (MEB) ou Scanning Electron Microscopie (SEM)
en anglais est une technique de microscopie électronique capable de produire des images en
haute résolution de la surface d’un échantillon en utilisant le principe des interactions électrons-
matiére.

C’est I’'une des techniques les plus utilisées pour caractériser les nanoparticules. Le SEM
a une résolution de quelques nanomeétres et les instruments peuvent fonctionner pour
I’amplification. Le SEM produit non seulement des informations topographiques comme les
microscopes optiques, mais nous donne également des informations sur la composition

chimique a proximite de la surface [11].

Figure 11 .7 : Microscopie électronique a balayage [10].
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I1.3.3.2. Principe de la microscopie électronique a balayage (MEB)

e Des ¢électrons produits par 1’émission thermique d’un filament chauffant, en tungsténe puis
les électrons seront accélérés sous 1’effet d’une haute tension allant jusqu’a 40Kv

e Les électrons traversent le canal du vide du microscope et est focalisé par un ensemble des
lentilles électromagnétiques pour contrdler la direction des électrons

e Les trous sur la longueur du canal pour but de contréler la largeur de faisceau des électrons.

o A l'intérieur de la chambre de MEB sous vide les électrons vont subi des collisions avec la
surface de 1’échantillon conduisant a I’Emission des électrons secondaires et des électrons
rétrodiffusés et ce afin de donner une image de la surface de trois dimensions et aussi les
rayons X, qui ont un rdle important dans I’analyse qualitatif et quantitatif.

e Chaque signal sera détecté par un détecteur qui sera analysé et traité, et 1’apparence de
I’image pour les deux signaux (électrons secondaires et de diffusion des électrons) ou

spectrale avec les rayons X [12].
I1.3.4. Diffraction des rayons X (DRX)
I1.3.4.1. Définition

La diffraction des rayons X est une technique puissante utilisée depuis prés d'un siecle pour
mesurer I'orientation et la déformation des grains, ainsi que pour identifier la phase cristalline
et affiner la structure des matériaux. Comparée a la microscopie électronique, la diffraction des
rayons X présente plusieurs avantages. Tout d'abord, les rayons X peuvent pénétrer plus
profondément dans les échantillons, ce qui permet de scanner des échantillons en vrac ou en
fouis. De plus, cette technique ne nécessite pas de préparation spécifique de I'échantillon et peut
étre utilisée dans différentes conditions, telles que dans I'air, dans un liquide, dans le vide ou
dans un gaz, a différentes températures et pressions. La diffraction des rayons X est une
méthode d'analyse basée sur la mesure des déformations élastiques du réseau cristallin. En tant
gue méthode de caractérisation non destructive, elle fournit de nombreuses informations sur la

structure cristalline et, par conséquent, sur le comportement mécanique du matériau [13].
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Figure 11 .8 : Diffractométre des rayons X(DRX).
I1.3.4.2.Principe

La DRX est largement utilisé pour l'analyse de phase et de structure cristalline des
matériaux, Le principe de fonctionnement consiste a utiliser des rayons X monochromatiques
incidents a la surface du matériau pour obtenir une diffraction des rayons X dans différentes
directions et intensités. Selon sa direction et son intensité de diffraction, différents diagrammes
de diffraction sont obtenus, en fonction des différentes composantes de phase et de la structure
cristalline [14].

Lorsqu'un faisceau de rayons X irradie la surface d'un matériau, les plans cristallins de ce
matériau diffractent le faisceau électromagnétique, les atomes d'un réseau doivent étre réguliers
et bien répartis [15].

Cette méthode de caractérisation est basé sur un faisceau de rayons X monochromatique
(de longueur d’onde A) et paralléle bombarde I’échantillon a analyser, par suite un faisceau
diffracté va détecter par un détecteur; lorsque 1’angle d’incidence 6 correspond a un angle de
Bragg pour la longueur d’onde fixée, on enregistre un pic de diffraction dont on mesure

I’intensité.
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Figure 11.9:Condition de Bragg, principe de diffraction de rayons X.
I1.4. Evaluation de P’activité antioxydante

Dans la pratique, plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour évaluer ’activité
antioxydante des composés. Le choix du test pour la mesure doit se faire en fonction du
composé a tester, des conditions opératoires supportables ou non par ce composé et des

équipements du laboratoire....
Le test DPPH est I’une de ces méthodes les plus courantes et relativement rapides.

11.4.1. Principe du test DPPH

Le DPPHe est un radical libre stable ayant un électron libre délocalisée sur la molécule
entiere [16], le maximum de son absorption se situe vers A=517 nm dans le méthanol [17]. Le

DPPH a une couleur violette sous sa forme oxydée, s’il réduise, il devient jaune [18].

O,N O2N
N—N- NO, + R—H —> N—NH NO,  + R
Antioxydant Radical
O,N O2N
DPPH DPPH
Violet Jaune

Schéma 11.1:La réaction de DPPH avec un antioxydant.

Le test au DPPH consiste a mettre le radical DPPHe en présence de molécules dites
«antioxydante» afin de mesurer leur capacité a réduire le radical DPPHe. Lorsqu’une solution
de DPPH est mélangee avec une substance qui peut donner un hydrogéne ou un électron, alors

cette réaction donne lieu a la forme réduite avec perte de la couleur violette, la forme réduite
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n’absorbe plus a A=517 nm, ce qui se traduit par une diminution de I’absorbance a cette longueur

d’onde.

La réaction de réduction de DPPHe est suivie par spectroscopie visible en enregistrant
la décroissance de la bande d’absorption du DPPHe a A=517nm (diminution de la coloration
violette). Le DPPH est instable a la lumiére c’est pourquoi les tests réalisés doivent se faire

dans I’obscurité [19].
Conclusion

Pour un meilleur développement de I'environnement, il est primordial d’exploiter les
ressources naturelles pour la production de nanoparticules afin de minimiser 1’utilisation des
réactifs toxiques. Nous avons présenté dans ce chapitre la biosynthése des NPsCuO par I’extrait
de feuilles de R. officinalis, ainsi que les différentes méthodes de caractérisation, et 1’évaluation
de I’activité antioxydant par le test de DPPH. La discussion des résultats obtenus sont détaillés

dans le chapitre suivant.
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Chapitre 111 Synthese, Résultats et discussion

Dans ce chapitre nous décrivons le procédé appliqué pour la synthése des NPsCuO, il s’agit
d’une synthése verte qui consiste a utilisé 1’extrait de R.officinalis comme bioréducteur. Nous
nous présentons ensuite les différentes méthodes; I’UV-Vis, FT-IR, MEB et DRX utilisées pour
son identification et sa caractérisation. Nous donnons ¢également les résultats de I’activité

antioxydante des NPsCuO et de I’extrait par la méthode DPPH.
I11.1. Protocole de synthése des NPsCuO

Pour obtenir NPsCuO, la nouvelle méthode « synthese verte » a été utilisée en raison de sa
simplicité et de sa reproductibilité et afin de réduire les sous-produits de réaction et/ou les ions

résiduels susceptibles d’inhiber les propriétés intrinséques du matériau final.
I11.1.1. Préparation d’échantillon

Tout d’abord, les feuilles sont soigneusement nettoyées a 1’eau du robinet, puis a 1’eau
distillée, séchés a la température ambiante et a I’abri de la lumiére solaire, afin de préserver au
maximum 1’intégrité de sa composition chimique. Une fois séchée le matériel végétal a été
broyé a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre fine. La poudre obtenue

a été conservée dans des récipients en verre hermétiquement fermés jusqu’a leur utilisation.
I11.1.2. Extraction de feuilles de R. officinalis

Pour la séparation des substances naturelles de la matiere premiere avec 1’utilisation des
solvants, la matiére est solide dans ce cas on applique I’extraction solide-liquide. Le principe
de cette méthode consiste en ce que le solvant doit traverser la barriére d’interface solide-
liquide, dissoudre le composant actif a I’intérieur du solide et I’entrainer a I’extérieur [1]. Dans
notre étude, pour ’extraction des composés actives en utilisant la technique de 1’extraction par
maceration.

Une pesée de 28 g de la poudre des feuilles a été mise dans un volume de 140 ml d’éthanol
aqueux eau/éthanol (3/7, V/V), le tout est mis sous agitation magnétique a 1’abri de la lumicre
et dans une température ambiante. Aprés 24h on a fait une filtration a vide, le filtrat résulte est
centrifugé pendant 15 mn a 4000 tour/mn. L’extrait est stocké a 4 °C. Les étapes de préparation

sont résumeées dans la figure 111.1.
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[ 1-poudre fin J L 2-peser J

[ 5- centrifugation G-extrait J

Figure 111.1 : Extraction de feuilles de R. officinalis.
II1.1.3. Synthése des NPsCuO

La taille et la morphologie des nanoparticules dépendent généralement de plusieurs
facteurs tels que I’espece végétale, la quantité d’extrait ajoutée, la concentration de métal, la
température de traitement thermique et le temps de réaction [1]. Dans ce travail, nous nous

sommes concentrés sur I’étude de 1’effet des concentrations de sulfate de cuivre.

e Nous préparons d’abord une solution de sulfate de cuivre par la dissolution de 0.25g de

CuSO4 dans un litre d’eau distillée.
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On prend trois erlenmeyers d’un volume de 500 ml:

» Dans le premier on a met 4 ml de I’extrait avec 280 ml d’une solution CuSOg.
» Dans le second on a met 7 ml de I’extrait avec 350 ml d’une solution CuSOa.

» Dans le dernier on a met 10 ml de I’extrait avec 300 ml d’une solution CuSOea.
Ces trois solutions sont chauffées au bain-marie & 70°C pendant une heure.

e Les NPsCuO purs ont été obtenus apreés traitement thermique (calcination) & 400°C dans
un four pendant 24 heures.

La calcination est un processus thermique utilisé pour chauffer un matériau a des
températures élevées dans un environnement contrélé, généralement dans un four. Ce processus
est couramment utilisé dans la préparation et la transformation des matériaux, y compris les
nanoparticules.

Ce protocole est schématisé dans la figure 111.2 :
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Figure 111.2 : Schéma illustrant le protocole de préparation des NPsCuO.

Au cours de I’observation visuelle, le CuSOg4 ajouté a I’extrait de feuille a montré un

changement de couleur du vert jaunatre au vert foncé (figure 111-2). L’apparition d’une couleur

vert foncé dans la solution est une indication claire du début d’une réaction entre biomolécules

et le CuSOa..
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I11.1.4. Mécanisme de la synthése des NPsCuO

Les NPs sont synthétisés a I’intérieur des plantes vivantes et dans la biomasse séchée,
plusieurs chercheurs ont proposé diverses approches mécanismes pour comprendre la voie
cachée derriere la synthése verte des NPsCuO. Le mécanisme préliminaire implique
I’accumulation des nanoparticules aprés la réduction de 1’ion métallique et le processus de
réduction est réalisée par certains agents reducteurs ou implique certaines enzymes qui sont
liées a la paroi cellulaire.

Les ions cuivre agissent comme des espéces accepteuses d'électrons, les biomolécules
végétales agissent comme des especes donneuses d'électrons. Les pigments de chlorophylle
agissent comme un agent stabilisant entre la molécule donneuse et accepteuse. Ces
biomolécules agissent comme un agent réducteur principal pour la réduction de ’ion cuivre en
métal [2]. Les réactions d'oxydation et de réduction sont effectuées par différents agents
réducteurs et oxydants. L'interaction du groupe -CHasprésentdans 1’extrait de plante avec 1’ion
métallique joue un réle majeur dans la formation et la stabilisation des NPs [3].

Apparemment, les produits biosynthétiques ou les cofacteurs réduits jouent un réle

important dans la réduction des sels respectifs pour former des NPs.
II1.2. Caractérisation des NPs

I11.2.1. Caractérisations par spectroscopie UV-Vis

La spectrophotométrie UV-Vis nous a permis la mise en évidence des bandes d’absorption
caractéristiques de produit synthétisé, tous les spectres ont été enregistrés dans le domaine
d’ultraviolet visible allant de 200 a 800 nm, a température ambiante et en milieu éthanolique,

en utilisant des cellules en quartz de 1 cm de largeur (figure 111.3).
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Figure 111.3 : Spectre UV-visible des NPsCuO synthétisés par I'extrait de R. officinalis.

Les NPsCuO ont été synthétisés a I’aide de ’extrait de feuilles de R.officinalis, une réaction
se produite entre les biomolécules et le sulfate de cuivre. La formation de nanoparticules a été
facilement détectée et caractérisée par une spectroscopie UV-visible en raison de la résonance
de surface plasmique (SPR), c'est-a-dire I'interaction du rayonnement électromagnétique et des
électrons dans la bande de conduction autour des nanoparticules.

Les propriétés optiques des NPsCuO ont été analysées; en mesurant 1’absorbance on
obtient une bande maximale caractéristique a 225nm pour les trois concentrations des NPsCuO.
Une augmentation du l'intensité de la bande avec 1’augmentation de la concentration de sulfate
de cuivre est observée. Cela est di au nombre croissant de nanoparticules formées en raison des
transformations des ions cuivre, qui peuvent étre causé par l'extrait.

Apreés trois mois I'étude spectroscopique des NPsCuO ont été réétudiées; la figure 111.4

illustre les spectres obtenus.
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Figure 111.4 :Spectre UV-visible de I'absorbance des NPsCuO synthétisés par 1’extrait de

R.officinalis aprés 3mois.

On a obtenu des résultats similaires a ceux précédemment trouvés, ce qui indique une
stabilisation des NPsCuO. Cette observation confirme que les NPsCuO ont conservé leurs
propriétés spectroscopiques.

I11.2.2. Caractérisations par spectroscopie IR-TF

Les nanoparticules NPs (1 : 30) ml, NPs (1 : 50) ml et NPs (1: 70) ml ont été caractérisés
par FT-IR, et comparées avec I’extrait de R. officinalis. Les spectre IR ont été enregistrés dans

I’intervalle allant de 40004 400 cm™, Ils sont représentés dans les figures (111.5,111.6):
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Figure 111.5:Spectre FTIR de I’extrait de R. officinalis.
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Le spectre FT-IR de I'extrait de plante montre les pics a 3365cm™, 2981cm™,1644cm™,
1043cm™? attribué aux vibrations des liaisons O-H, C-H aliphatique, C=C et C-C
respectivement. Le spectre permet de mettre en évidence la présence des composes phénoliques

dans I'extrait de plante en raison de la présence des pics caractéristiques de ces CoOmposés.
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Figure 111.6 : Les spectres FTIR des NPsCuO synthétisés par I'extrait de R. officinalis.

Les spectres FTIR des NPsCuO indiquent les pics a 1620, 1100 et 650 cm™ correspondent
aux vibrations caractéristiques des liaisons CuO dans la structure monoclinique du CuO [4]. De

plus, I’absence de pic d’absorption a 610 cm™, correspondant au mode actif infrarouge du Cu2O
[5], confirme la pureté du produit synthétisé en tant que CuO.

La comparaison entre les spectres caractéristiques des NPsCuO et I’extrait de plante
représentés dans la figure 111.7.
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Figure 111.7 : Comparaison des spectres FTIR des NPsCuO et de I’extrait de plante.
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Il est intéressant de constater que de nombreux pics identiques présents dans les deux
spectres IR (I'extrait et NPsCuO). Cependant, il y a des variations dans la position et I'intensité
des pics de transmission, ainsi que 1’apparition des pics caractéristiques NPsCuO et la
disparition de bande caractéristique de la liaison O-H. Ces observations suggérent que le sulfate
de cuivre interagit chimiquement avec I’extrait de plante, ce qui entraine des modifications dans

les propriétés spectroscopiques de ce dernier.
I11.2.3. Caractérisations par MEB

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé la spectroscopie électronique a balayage
(MEB) pour obtenir des informations sur la taille et la morphologie des particules synthétisées.
La figure 111.8.Présente I'image de MEB des NPsCuO synthétisées.
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Figure 111.8 : Image MEB des NPsCuO synthétisées:(a): NPsCuO (1 : 70) ml, (b) : NPsCuO
(1 : 50) ml, (c):NPsCuO (1 : 30) ml.

On peut observer des agglomérats sphériques constituant les particules d’une taille

inférieure a 100 nm. Ce comportement a également été rapporté par d’autres chercheurs.
I11.2.4. Analyse par diffraction des rayons X (DRX)

La structure cristalline d’oxyde monomeétallique synthétisé (CuO) a été caractérisée a 1I’aide
d’un diffractométre a rayon X (DRX). La figure I11.9 montre le spectre de diffraction des
NPsCuO.
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Figure 111.9 : Spectre DRX de NPsCuO synthétisée par I'extrait de R. Officinalis.

Le depouillement du spectre des rayons X (DRX) a montré des profils similaires avec de
petites variations dans l'intensité et la largeur des pics. En comparant le spectre de diffraction
aux rayons X a la fiche JCPDS No0.45-0937 XRD, la formation de CuO est confirmée. .

L’échantillon analysé présente des pics au angle de diffraction a 20: 28.9, 35.6° , 38.7° et
48.9° qui correspondent aux plans cristallographiques (110), (111), (111) et (202)
respectivement du CuO dans le plan monoclinique.

La spectroscopie aux rayons X a été utilisée pour étudier la taille et la composition des
NPsCuO. L'analyse par diffraction des rayons X (DRX) confirme la présence de cuivre et
d'oxygene. La détection de I'oxygéne confirme que les NPsCuO synthétisées subissent une
oxydation lors de leur exposition a l'air ou pendant le processus de recuit.

La taille de cristallite la plus faible des nanoparticules de cuivre synthétisés est calculée en

utilisant I’équation de Debye-Scherrer [6]-[7] :

D:La taille des cristallites des nanoparticules d'oxyde de cuivre.

v
v A:Représente la longueur d'onde de la source de rayons X 0.15406 nm utilisée en DRX.
v' B:La largeur totale a la moitié du pic de diffraction.

v

K:La constante de Scherrer avec une valeur de (0,9 a 1) et 6 est I'angle de Bragg.

La taille des particules a été estimée par I'équation de Debye-Scherrer, en utilisant le pic
ayant l'intensité la plus élevée, 26=35.6°. La taille moyenne des particules était comprise entre
9et21 nm.
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111.3. Activité antioxydante

Dans cette étude, nous avons utilisé la méthode de piégeage du radical DPPH pour évaluer
I’activité anti-radicalaire des NPsCuO et de I’extrait de plante, qui sont ensuite comparés avec

un standard BHA
111.3.1. Protocole du test DPPH

Un volume de 1.5 ml de différente concentration obtenues par des dilutions en cascade
(allant de 0.4 mg/ml a 0.002 mg/ml) des NPsCuO, d’extrait de feuilles de R. officinalis (évaporé
dans I’évaporateur rotatif et séché dans 1’étuve) et de standard BHA, ont été préparés en DMSO
et ajoutée a 0,5 ml de la solution méthanolique de DPPH (0.1mM),apres le mélange a été
incuber a I’obscurité pendant 30 min. La diminution de 1’absorbance a été mesurée par rapport
a un blanc (mélange de 1.5 ml solution extrait plus 0.5 ml DMSQO) a 517 nm. Toutes les
expériences sont réalisées a température ambiante et pour chaque concentration le test est répété
trois fois.

La réaction de réduction de DPPHe est suivie par la spectrophotométrie visible. Les
tableaux III.1 et III.2 représentent la variation de I’absorbance du DPPH en fonction des

concentrations de produits testés et le standard BHA.

Tableau I11. 1 : Evolution de I’absorption mesurée a A=517 nm pour les NPsCuO et I’extrait
de plante.

Concentration | Absorbance | Absorbance | Concentration | Absorbance | Absorbance

(ng/ml) moyenne blanc (ng/ml) moyenne blanc

2 0,117 0.029 2 0,604 0.028

4 0,116 0.048 4 0,603 0.044

9 0,112 0.057 9 0,541 0.049

18 0,1 0.112 18 0,525 0.049

37 0,066 0.066 37 0,497 0.039

75 0,049 0.092 75 0,453 0.035

150 0,042 0.176 150 0,325 0.038

300 0,03 0.286 300 0,318 0.047
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Tableau I11. 2 : Evolution de 1’absorption mesurée a A=517 nm pour le standard BHA.

3.75 0,117 0.042
7.5 0,113 0.036
18.75 0,112 0.037
37.5 0,1 0.034
56.25 0,066 0.040

On observe qu’avec I’augmentation de la concentration des molécules, 1’absorption
diminue, cette diminution est due a la diminution de la concentration de DPPH qui se réduit.

Le pourcentage d’inhibition pour chaque concentration est calculé selon la relation III.1.

% d’inhibition = ADPPH;Aecham““’“ X100 ... oo 111
DPPH

ou: ApppH est I’absorbance de contréle (0.5 ml de la solution méthanoique de DPPH plus

1.5 ml de DMSO).

A ¢chantillon est 1’absorbance de 1’échantillon (1.5 solution DMSO de produit testé a différent

concentration + 0.5 ml de la solution méthanoique de DPPH).

A blanc est I’absorbance de (1.5 solution DMSO de produit testé a différent concentration + 0.5

ml de méthanol).

Les résultats obtenus sont utilisés pour tracer les courbes de la variation du pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration 1% = f (C) (figures I11.10 et II1.11).
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Figure 111.10:Pourcentage d’inhibition du Figure 111.11:Pourcentage d’inhibition du
radical DPPH en fonction de la radical DPPH en fonction de la concentration

concentration de 1’extrait et de NPsCuO. de BHA.

Nos résultats indiquent que les NPsCuO, I’extrait de plante et le BHA présentent une

activité anti radicalaire considérable, qui dépend de la concentration. A mesure que la

concentration augmente, le pourcentage d’inhibition augmente également.

I11.3.2. Détermination d’ICso

La valeur de I’ICsg représente la concentration efficace de 1’antioxydant nécessaire pour
piéger et réduire de 50% de du radical libre DPPH, qui a été déterminée graphiquement en
utilisant la régression linéaire du graphe du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration (figure II1.12). Plus la valeur d’ICsg est faible plus 1’activité est importante [8].
La valeur d’ICso d’un produit quelconque est généralement comparée a celle des antioxydants
standards.

Les valeurs de I’'ICsg, exprimées en pg/ml, des produits testés (NPsCuO, extrait de plante

et BHA) sont présentés dans la Figure ci-dessous (figure 111.12).
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Figure 111.12 : Histogramme des valeurs d’ICso de NPsCuO, extrait de plante et le
standard BHA.

Les résultats obtenus indiquent que les NPsCuO présente un ICso (3.7 pg /ml) inferieure
de 1Cso de BHA (18.75ug /ml) ceci se traduit par un pouvoir antioxydant supérieur de
I’antioxydant standard. Cette activité antioxydante des NPsCuO due au transfert des électrons
aux radical DPPH.

D’autre part 1’extrait de R. officinalis présente une activité antioxydante remarquable
avec un ICso de 148ug /ml, en raison des composés phénoliques qu’il contient et qui peuvent

réduire les radicaux DPPH par transfert d’hydrogene.
Conclusion

Les NPsCuO ont été synthétisée avec succes et confirmées par les différentes techniques
de caractérisation. En addition les nanoparticules de CuO indiquent une activité antioxydante

considérable meilleure que celle de standard BHA et celle d’extrait de plante.

49



Références bibliographiques

Références bibliographiques

[1] Abdelmadjid G., (2022).Synthése verte et caractérisation des nanoparticules de ZnO a 1’aide
d’extrait des feuilles de Phoenix dactylifera L et leur applications. Universit¢ Mohamed Khider
Biskra, thése de doctorat.

[2] Kesharwani J., YoonK. Y., HwangJ., Rai, M ., (2009). Phytofabrication of silvernanopar-
ticles by leafextract of Datura metel :hypotheticalmechanisminvolved in synthesis. Journal of
Biona-noscience, 3:p. 39-44.

[3] Kasthuri J., Kathiravan K., Rajendiran N., (2009). Phyllanthin-assistedbiosynthesis of silver
and gold nanoparticles :anovelbiologicalapproach. Journal of NanoparticleResearch, 11:p.
1075-1085.

[4] Ozaki M., Kratohvil S., Matijevi¢ E., Colloid J., (1984). Interface Sci. Microwave-assisted
wet chemical synthesis: advantages, significance, and steps to industrialization. 2: p.102-146.
[5] Selvakannan P., Mandal S., Phadtare S., Gole A., Pasricha R., Adyanthaya S D.,
SastryM.,Colloid J.,(2004). Interface Sci .269: P. 97-102.

[6] Sankar R., Manikandan P., Malarvizhi V., Fathima T., Shivashangari K S.,

Ravikumar V.,(2014).Green synthesis of colloidalcopperoxidenanoparticlesusingcaricapapaya
and its application in photocatalyticdyedegradation . Spectrochim. Acta Part A 121: p. 746—
750.

[7] Vidhu V K., Aromal A., Philip D., (2011). green synthesis of silver nanoparticles using
macrotylomauniflorum, Spectrochim. Acta A 83:P.392-397.

[8] Markowicz Bastos D H., Saldanha L A., Catharino R R., Sawaya A C H F., Cunhal B S.,
Carvalho P O., Eberlin M N., (2007).Phenolic Antioxidants Identified by ESI-MSfrom Yerba
Maté (llexparaguariensis) and Green Tea (Cameliasinensis) Extracts. Molecules. 12 :P.423-
432.

50



Conclusion
genérale



Conclusion générale

Dans le présent travail, nous avons synthétiseé avec succes des NPsCuO en utilisant I’extrait
de feuille de R.officinalis. Différentes techniques de caractérisation ont été utilisées pour
confirmer leurs obtentions, notamment ’analyse UV-Visible, la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR), la microscopie électronique a balayage (MEB) et la diffraction
des Rayons X(DRX).

Les résultats de I’étude ont révélé plusieurs conclusions importantes:

» Le changement de la coloration de 1’extrait de Romarin lors de I’ajout de CuSO4 indique la
formation d’un nouveau produit.

» Lorsque la concentration en CuSO4 augmente la formation des NPsCuO augmente.

» L'observation d’une bande d'absorption UV a 225 nm dans le spectre optique confirme
I’obtention des NPsCuO dues au phénoméne plasmonique de surface (SPR).

> Les différents composés chimiques présents dans les extraits de plantes ont agi comme
agents reducteurs et stabilisateurs lors de la synthese des nanoparticules.

> La présence des pics caractéristiques de la liaison CuO dans IR indique clairement la
formation des NPsCuO.

» Les images de MEB indiquent I’obtention des NPsCuO sous forme d’agglomérat sphérique.
> La DRX présente des pics attribués aux plans cristallographiques de la phase cristalline de
CuO ce qui confirme les résultats précédents.

» Les NPsCuO synthétisées ont montré une meilleure activité antioxydante que le standard

BHA et celle de ’extrait de plante avec un (ICso= 3.7 pg /ml).

Pour les perspectives futures, il serait intéressant d’explorer d’autres activités biologiques
telles que I’activité antibactérienne et antifongique.

Etant donné que 1’Algérie posséde une grande diversité de plantes médicinales, nous
envisageons d'étudier d'autres especes. Cette approche nous permettrait de synthétiser des
nanoparticules utilisées dans divers domaines tels que la chimie, la physique, la biologie

médicale et la pharmacologie.
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Résumé

Dans cette étude, nous avons synthétisée les nanoparticules de CuO a partir d’extrait de feuilles
de R. Officinalis, Ensuite différentes techniques de caractérisation ont été utilisées pour confirmer
I’obtention des NPsCuO, notamment 1'analyse UV-Vis, FTIR, MEB et la DRX.

Les résultats d’UV-Vis indiquent une bande d’absorption a 225 nm caractéristique aux
nanoparticules, le spectre de FT-IR montre des pics de vibrations de la liaison CuO, en plus, les images
obtenues par le MEB montrent les NPs sous forme d’agglomérats sphériques. D’autre part 1’analyse
DRX confirme 1’obtention des nanoparticules de cuivre et montre leur bonne cristallinité. Enfin, les
NPsCuO présente une activité anti-radicalaire considérable meilleur que celle d’extrait de plante seul
et celle de standard BHA avec un I1Cso= 3.7ug /ml.

Mots clés :Antioxydant, CuO, Nanoparticules, RosmarinusOfficinalis, Synthése verte.

Abstract

In this study, we synthesized CuO nanoparticles from the extract of R. Officinalis leaves.
Subsequently, various characterization techniques were used to confirm the production of NPsCuO,
including UV-Vis analysis, FTIR, SEM, and XRD.

The UV-Vis results showed an absorption band at 225 nm, which is characteristic of nanoparticles.
The FTIR spectrum exhibited peaks corresponding to the vibrations of the CuO bond. Additionally,
the SEM images revealed that the NPs appeared as spherical aggregates. Furthermore, the XRD
analysis confirms the obtaining of copper nanoparticles and shows their good crystallinity. Finally, the
NPsCuO exhibited significant antioxidant activity, surpassing that of the plant extract alone and the
standard BHA, with an 1C50 value of 3.7 pug /ml.

Keywords :Antioxidant, CuO, Nanoparticles, Green synthesis, RosmarinusOfficinalis.
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