REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

Université de Mohamed El-Bachir El-1brahimi - Bordj Bou Arreridj
Faculté des Sciences et de la technologie

Département des Sciences de la Matiere

Universitd Mohamed El Bachir El Ibrakimi - BBA - Vniversité Moharmed El Bachir El Tbrahimi - B.B.A -

Memoire Presente en vue de I’Obtention du
Diplome de Master

FILIERE : Chimie
Spécialité : Chimie analytique

Intitulé :

Les bio-nanoparticules : Synthése et applications

Présenté par :
Mohamed Lemine Teguedi Meriem

Soutenu le ; 11/06/2025

Devant le jury :

Président : Khelladi Mohamed Ridha  Pr Université de Bordj Bou Arréridj
Encadreur : Ammara Samra MCA  Université de Bordj Bou Arréridj
Examinateur : Tabti Lilia MCB  Université de Bordj Bou Arreridj

Année Universitaire 2024/2025



Sommaire

SOMMAIRE
REMERCIEMENTS
DEDICACE
LISTE DES FIGURES
LISTE DES TABLEAUX
LISTE DES ABREVIATIONS

I. INTRODUCTION GENERALE 1
REFERENCES DE L’ INTRODUCTION GENERALE 3

CHAPITRE I : Partie bibliographique

I.1. GENERALITE SUR LES SYNTHESES VERTES 4
I.1.1. Histoire de la synthese verte 4
[.1.2. Avantages et inconvénients d’utilisation de la chimie verte >
1.1.3. Mécanisme de la synthese verte des nanoparticules a base des 0
extraits des plantes
I.1.4. Nanoparticules de cuivre 8
1.1.4.1. Définition 8
1.1.4.2. Propriétés des nanoparticules d’oxydes de cuivre 8
10
1.1.4.3. Application de nanoparticules de cuivre
I.1.5. Nanoparticules de Cobalt 1
1.1.5.1. Propriétés des oxydes du cobalt 11
12
1.1.5.2. Application de nanoparticules de Co
I.2. GENERALITE SUR LA PLANTE PEGANUM HARMALA L. 13
1.2.1. Peganum harmala L. 13
I.2.2. Classification botanique 14
14
1.2.3. Nomenclature
15

1.2.4. Distribution géographique



Sommaire

1.2.5. Composition chimique des graines de Peganum harmala L. 15
1.2.6. Utilisation de Peganum harmala L. 16
1.3. ACTIVITE ANTIOXYDANTE 16
1.3.1. Définition 16
1.3.2. Classification des antioxydants 17
1.3.2.1. Antioxydants endogenes « enzymatiques » 17

1.3.2.2. Antioxydants non enzymatique « exogenes » 18

1.4. STRESS OXYDATIF 18
1.4.1. Définition 18
1.4.2. Amplifications du stress oxydatif 19
1.7. LES RADICAUX LIBRES 20
1.7.1. Définition 20
1.7.2. Classification 20
1.7.3. Sources des especes réactives de I’oxygeéne 20
REFERENCES DU CHAPITRE | 2

CHPITRE II : Partie pratique
PARTIE 1: MATERIELLES ET METHODES
11.1.1. Mateériel végétale 25
11.1.2. Criblage phytochimique de la plante 25
I1.1.3. Méthode d’extraction 21
11.1.4. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides 28
I1.1.5. Synthese des bio-nanoparticules 29
I1.1.6. Caractérisations des nanoparticules 30
I1.1.7. Evaluation de I’activité antioxydante par le test du DPPH 32
PARTIE 2: RESULTATS ET DISCUSSION
34

I1.2.1. Résultats du criblage phytochimique



I1.2.2. Calcule de rendement
11.2.3.Teneur des composées phénoliques

I1.2.4. Caractérisation des bio-nanoparticules synthétisés

I1.2.5. Evaluation de I’activité antioxydante
REFERENCES DU CHAPITRE I
CONCLUSION GENERALE

RESUME

Sommaire

34

34

35

38
40
43



Aemercrsmenss

C’est avec un réel plaisir et un grand enthousiasme que je me suis livré a la
rédaction de cette page. Pour moi ce n’est pas le point final de la rédaction,
cette page représente une meditation sur une période de vie riche en évenements
scientifiques et culturels.

Avant tout, je remercie Allah le Tout-Puissant, pour m’avoir donné la force, le
courage et la patience.

J’exprime ma profonde gratitude a mon encadrante, Madame Samra Amamra
pour la confiance qu’elle m’a accordée, ainsi que pour Ses conseils avises et son
accompagnement tout au long de ce travail.

Je la remercie également pour sa disponibilité, sa bienveillance et ses
remarques constructives, qui ont grandement contribué a [’amélioration de ce
manuscrit.

Je tiens a remercier les membres du jury pour leur honorable présence a cette
soutenance, et pour avoir accepté d’évaluer ce modeste travail. Mes
remerciements particuliers vont a Monsieur le Professeur Khelladi Mohamed
Ridha Preésidant de jury et Madame Tabti Lilia Examinatrice

Je remercie également toute personne ayant contribué, de pres ou de loin, a la
réalisation de ce travail, ainsi que [’ensemble des enseignants qui ont participé
a ma formation académique et personnelle.

Enfin, j’exprime ma reconnaissance la plus sincére a ma famille et @ mes amis
pour leur soutien moral, leur patience et leur encouragement tout au long de ce
parcours.

Merdom Mobemed Lemine Iogueds



¢«\AA}!\

SIS G ) e S (b (58 L i 5y Ll g
‘;_'La:\‘)a

daaa Gl ol s cdaladall g gliadl o cdakald dpad) ol )

) 50285 5 Bl e 5,8l o3 (saa collaall g culdill e cha ccymal)
LaSapni § LeSile s o3 all) Jiadd LK) agdi Y 1705 5 oLaS sl
i Al LaS) 3o Slany) 13 die e a sl il g Lal g Als yall s2a izl
sladl (e ol ) o AU dl LaSalal 5 el Jall A

33 s
‘C)M\Bf)’j\ CJTA} 6JJMM UAJi

QA (0 sS Caall dal (rla g Ciya IS sl dal Sl aga by (SY)
;\.C.J:\.ASSMJ

@ iy g acy sl S da SNl Jlle o S

LS aSady claaY) 13a 5 cdaadll g SN JS Qlal) ga oS0 63 plad (JS

128 (e 12 3a aSaaa] A8l g cuaai g daluily 5okl 43 e
1S 55 4 iila ¢ Sl

S el daaa Ay pa



Liste des figures

LISTE DES FIGURES

Figure.1. Applications des nanomatériaux. 1
Chapitre | : Patrie bibliographique
Figure 1.1. Les douze principes de la chimie verte. 5
Figure 1.2. Etapes et le mécanisme de synthese verte des nanoparticules. !
Figure 1.3. Structure cristalline d'oxyde de cuivre CuO. 8
Figure 1.4. Structures cristalline d’oxyde du cobalt Co30s. 11
Figure 1.5. P. harmala (A) plante; (B) fleurs ; (C) fruits; (D) grains. 14
Figure 1.6. Mécanisme d’action du systéme antioxydant. 17
Figure 1.7. Mécanisme d’action des antioxydants enzymatiques. 18
. . 19
Figure 1.8. Le stress oxydatif.
Chapitre Il : Partie pratique
Figure 11.1.1. Protocole d’extraction. 27
Figure 1.1.2. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Chaque point représente la
28

moyenne = SD (n=3).

Figure 1.1.3. Courbe d’étalonnage de la quercétine. Chaque point représente la 29

moyenne = SD (n=3)

Figure 11.1.4. Etapes de synthese des bio-nanoparticules. 30
. e . . 33

Figure 11.1.5. Réduction du DPPH’" par un antioxydant (AH).
Figure 11.2.1. Spectres UV des CuNPs, CoNPs et de I’extrait du P. harmala. 36
Figure 11.2.2. Spectres FTIR des nanoparticules et de I’extrait du P. harmala. 37
38

Figure 11.2.3. Activité antioxydante par le DPPH.




Liste des abréviations

Cu

pH

CuO

C0304

Co

CoNPs
CuNPs

ERO ou ROS
ADN
NADPH

NPs

EHA

Poly, ugEAG/mg

Flav, ngeQ/mg
DPPH

AH

1Cs0

LISTE DES ABREVIATIONS

Cuivre

Potentiel d’Hydrogene

Oxyde de cuivre

Tri cobalt tétra-oxide

Cobalt

Nanoparticules de cobalt
Nanoparticules de cuivre
Espéces Réactives de I’Oxygene
acide Désoxyribo-Nucléique
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
Nanoparticules métalliques
Extrais Hydro-Alcoolique

Polyphénols, d’acide

milligramme

microgramme  équivalent gallique par

Flavonoides, microgramme équivalent de quercétine par milligramme
2,2 -diphenyl -1- picrylhydrazy!
Antioxydant

Concentration Inhibitrice de 50 %



Liste des tableaux

LISTE DES TABLEAUX

Chapitre | : Partie bibliographique

Tableau I.1. Propriétés physiques d’oxydes de cuivre. 9
Tableau 1.2. Propriétés chimiques d’oxydes de cuivre 9
Tableau 1.3. Propriétés physico-chimiques des oxydes du Co 12
Tableau 1.4. Les principaux alcaloides dans les graines de Peganum harmala L 15
analysé par HPLC.

16

Tableau 1.5. Les composés phénoliques de l'extrait des graines de P. harmala par
analyse HPLC.

Chapitre Il : Partie pratique

Tableau 11.2.1. Réactions du criblage phytochimique des grains de Peganum 34

harmala.




INTRODUCTION
GENERALE



Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Ces derniéres années, une attention particuliere a été portée aux nanotechnologies. La
classification des nanotechnologies englobe les matériaux compris entre 1 et 100 nanometres
[, Bien que la taille du composé le classe comme nanomatériau, sa morphologie et sa

géométrie jouent également un réle important dans ses caractéristiques.

Les matériaux nanométriques trouvent des applications dans presque tous les secteurs,

notamment I'¢lectronique, l'agriculture et la médecine (Figure 1) 2],

Atomes Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules

o ’t’,. i
v r oS , o e
:_//" ' o'.‘" - o ' - ?[
‘ % o e
A y :
| I |
1A 1nm 10 nm 100 nm 1pm 10 pm 100 pm
. AP
Nanoparticules

Figure.1. Gamme de tailles des nanoparticules /.

Le secteur des nanotechnologies est lI'un des domaines de recherche les plus actifs des
sciences modernes . L'intérét croissant pour les nanoparticules s'explique par leurs
propriétés chimiques, optiques et mécaniques uniques, qui trouvent des applications dans de

nombreux aspects de la vie quotidienne 61 .

Parmi celles-ci, les nanoparticules métalliques en particulier celles a base de métaux nobles
tels que l'or, l'argent et le platine occupent une place centrale dans des domaines variés tels

que la catalyse, l'optique, la phytothérapie et les traitements antimicrobiens 781,

Les méthodes conventionnelles de synthese de nanoparticules, telles que l'attrition et la
pyrolyse, présentent des limites telles que la formation de surfaces défectueuses, une faible
cadence de production, des codts de fabrication élevés et une consommation énergétique plus

importante 1. Les méthodes de synthése chimique (par exemple, la réduction chimique, les
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procédés sol-gel) impliquent l'utilisation de produits chimiques nocifs, la création de sous-

produits dangereux et la contamination chimique des précurseurs.

Par conséquent qu’il est urgent de développer une technologie de production de nanoparticule
non toxique et respectueuse de l'environnement. Plusieurs approches de synthese verte sdres,
simples, rentables, reproductibles et évolutives ont été deéveloppées ces derniéres années,

inspirées par le concept de sécurite de la conception.

Ainsi, plusieurs systémes biologiques notamment les levures, champignons, bactéries et
extraits végétaux sont aujourd’hui largement utilisés dans la synthese verte de nanoparticules
(19111 est bien établi que l'utilisation d'un composé d'origine végétale, ou plutot de la plante
elle-méme comme bio réducteur agit comme un agent réducteur et stabilisant qui améliore la
formation de petites nanoparticules, méme a grande échelle, sans conditions expérimentales
externes telles que haute énergie et/ou haute pression, ce qui permet de réaliser des economies

d'énergie substantielles ™,
Ce mémoire est structure en deux grandes parties :

La premiére partie est une revue bibliographique. Elle traite des concepts géneraux liés a la
synthese verte, ou biosynthése, des nanoparticules de cuivre) et de cobalt, en mettant en avant
leurs proprietés et leurs differentes applications. Elle inclut également une description
botanique et une présentation de la plante utilisée dans la biosynthese de ces nanoparticules et

une généralité sur les radicaux libres, le stress oxydatif et les antioxydants.

La deuxieme partie présente la partie expérimentale. Elle présente les méthodes et
techniques utilisées pour : la synthése verte et la caractérisation des bionanoparticules, le
criblage phytochimique de la plante utilisée pour la biosynthese, ainsi que 1’évaluation de
’activité antioxydante. Les résultats obtenus sont analysés, discutés et interprétés de maniere

critique.

Le travail se termine par une conclusion générale, qui résume les principaux apports du

mémoire et propose des recommandations pour des recherches futures.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. GENERALITE SUR LES SYNTHESES VERTES

Ces derniéres années, la synthése verte des nanoparticules métalliques a attiré une
attention considérable. D'ailleurs, ses protocoles sont peu colteux, préservent de
I'environnement que les méthodes standard de la synthése. Un de ces protocoles est la
synthése de nanoparticules métalliques par l'organisme vivant. Parmi ces organismes, les
plantes semblent étre les meilleurs candidats et conviennent a la biosynthese des
nanoparticules & grande échelle ™.

Ce chapitre a pour but de présenter une généralité sur la chimie verte, leur mécanisme
pondant la préparation de nanoparticules, ainsi que les avantages et inconvénients des
syntheses vertes, en suit une généralité sur le et les techniques des caractérisations sont

présentées, de maniere a confirmer la nature des échantillons obtenus par la synthese verte.
I.1.1. Histoire de la synthese verte

La chimie verte, aussi connue sous le nom de la chimie durable, consiste a développer
et a mettre en place des procédés qui ont pour but de réduire la génération de substances

toxiques durant I’ensemble du cycle de vie d’un produit chimique %/,

La chimie verte est une méthode qui réduit et €limine définitive I’'utilisation des

substances dangereuses hors de 1’environnement 1,

Adoptee en 1990 en tant que loi sur la prévention de la pollution, ainsi que c’est une
nouvelle approche pour lutter contre la pollution en prévenant les problémes

environnementaux avant qu’ils ne se produisent [*/,

En 1998, les chimistes américains Paul Anastas et John Warner ont fondé cette
initiative sur les 12 principes de la chimie verte. Ces principes (Figure 1.1) sont un guide
classique sur diverses facons de réduire les effets de la production chimique sur

I’environnement et la santé 6],

Récemment, la synthése de nanoparticules utilisant des plantes ["°! et des microorganismes, y
compris des bactéries 9 des virus % des champignons et la levure 2% sont une
méthode alternative respectueuse de I'environnement pour la synthése d'une grande variété de

nanoparticules (4],
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12. Minimiser le I. Limiter la
risque d'accidents pollution a la source

1. Analyser en temps 2. Economie d'atomes
réel pour prévenir la
pollution \ /
\ 3. Syntheéses chimiques

moins toxiques

10. Conception
de la dégradation « CHIMIE

finale VERTE 4. Prod::its tihimiques
plus sirs
9. Catalyse 5. Réduire I'utilisation de
solvants et d'auxiliaires
8. Réduire les produits 6. Dépense énergétique
Corives \sfounes 7. Matiéres premiéres
protecteurs)

renouvelables
Anastas et Warner (1998)

Figure I.1. Les douze principes de la chimie verte.
1.1.2. Avantages et inconvénients d’utilisation de la chimie verte

a) Avantages de ['utilisation de la chimie verte:

e Facilement mis a I'échelle pour une synthése a grande échelle de nanoparticules.
e Les nanoparticules métalliques produites par les plantes sont plus stables.
e Le taux de synthese est plus rapide.

e Les nanoparticules produites sont de formes et des tailles plus variées: leurs tailles et
morphologies peuvent étre contrdlées en faisant varier des conditions de synthése critiques
telles que la concentration du sel métallique, le temps de contact, le rapport de mélange, le

pH et la température d'incubation.
e Rentable : élimine l'utilisation de produits chimiques colteux.
e Pas besoin d'utiliser de haute pression, énergie ou température.

e Minimise les risques pour l'environnement et la santé humaine en éliminant I'utilisation de

réactifs corrosifs ou toxiques lors de la synthése.
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e Produits et sous-produits biodégradables (puisqu'ils proviennent de plantes ou de

microorganismes).
e Biocompatibles.
e Résultats en nanoparticules a haut rendement et plus stables [© 18 20211,

b) Inconvénients liés a la méthode de la chimie verte:

e Lors de lutilisation de plantes, I'extrait de plante préparé a partir d'une espece dans
différents laboratoires peut donner des résultats différents.

e Bien que rapidement développée, la biosynthése de nanoparticules en est encore a ses
balbutiements.

e Un inconvenient de la chimie verte est que le passage d'un ancien produit ou procedé a un
nouveau prend du temps. Une refonte du nouveau processus ou produit est souvent

difficile, et il y a un manque d'unité sur ce qui est jugé plus sdr.

e Un autre domaine de préoccupation avec la chimie verte ou durable est le remplacement
des pesticides ou produits chimiques traditionnels utilisés en agriculture par des bio-
pesticides, qui sont des pesticides dérivés de matériaux naturels tels que les plantes et les
animaux. Cependant, le processus est lent, car a grande échelle, les codts de production

sont élevés [6- 1921

1.1.3. Mécanisme de la synthése verte des nanoparticules a base des extraits

des plantes

En général, le mécanisme de bio réduction du métal dans les extraits de plantes
comprend trois phases principales: phase d'activation, phase de croissance et phase de

terminaison

v’ L'étape primaire est la phase d'activation dans laquelle les ions métalliques sont
récupérés de leurs précurseurs de sel par l'action des métabolites végétaux, biomolécules
ayant des capacités de reduction. De plus, les ions métalliqgues passent d'un état
d'oxydation mono- ou divalent a un état de valence zéro et la nucléation des atomes

métalliques réduits a lieu [/,

v' La phase de croissance, se référant a la coalescence spontanée des nanoparticules dans

laquelle de petites nanoparticules adjacentes s'unissent spontanément en particules de plus
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grandes tailles, qui s'accompagne d'une augmentation de la stabilité thermodynamique des

nanoparticules 61,

v/ L'étape finale de la synthése est la phase de terminaison au cours de laquelle les
nanoparticules atteignent finalement leur activité maximale possible, ce processus étant
fortement influencé par la capacité d'un extrait de plante a stabiliser les nanoparticules

métalliques 71,

La Figure 1.2 montre les étapes a suivre pour la synthése de nanoparticules a base des

plantes.
P N
B
\u
-
Leaves Processed Leaf Powder Preparation Of Plant Extract Filtered Extract
A. Extraction Process of Plant Materials
Metal Ion Solution and Plant Synthesis Using Gradual Change Formation of
Extract Magnetic Stirrer Cum in the Colour Metal
Hot Plate Nanoconjugates

(@]
VY s
@ QI/ Bioréducteurs dans Ies plantes H—O 1
M M
17 OH -
M—O
Ions
meétalliques
Réduction et nucléation
Crol Phytochimique
raRance stabilise les NPs
M-0O Séchage/calcination a I'air M
<
NPs d'oxyde métallique Nanoparticule métallique
coiffés avec des composés coiffée de métabolites
phytochimiques végétaux

Figure 1.2. Etapes et le mécanisme de synthése verte des nanoparticules > 2,

S
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I.1.4. Nanoparticules de cuivre

1.1.4.1. Définition

Le cuivre, identifié par le symbole Cu et le numéro atomique 29, appartient a la
catégorie des éléments de transition. Sous sa forme métallique pure, il présente deux états

d’oxydation stables : +1 et +II.

Gréace a ses remarquables propriétés de conductivité électrique et thermique, il est largement
employé dans divers domaines. Il sert également de matériau de construction et entre dans la

composition de nombreux alliages, en particulier les cupro-alliages 1>,
1.1.4.2. Propriétés des nanoparticules d’oxydes de cuivre

Propriétés structurelles

L’oxyde cuivrique (CuO), également appelé ténorite, cristallise dans un systéme
monoclinique appartenant au groupe d’espace C2/c. Sa maille ¢lémentaire renferme quatre
unités de CuO, avec des parametres cristallins définis comme suit : a = 0,47 nm, b = 0,34 nm,

¢ =0,51 nm et un angle § de 99,54°.

Dans cette structure, chaque atome de cuivre est entouré de quatre atomes d’oxygene proches,
formant une configuration rectangulaire, tandis que chaque atome d’oxygéne est situé au

centre d’un tétraédre déformé constitué d’atomes de cuivre [%°,

1
J Copper atoms !
|

J Ovygen atoms

Figure 1.3. Structure cristalline d'oxyde de cuivre CuO [?°!,

Propriétés physico-chimigques

Le dioxyde de cuivre pur (CuO) est un solide noir. Il ne se dissout pas dans I'eau et est

considéré comme non dangereux.
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Propriétés physiques de CuO

Masse volumique 6.32g/cm®
Masse molaire 79,55 g/mol
Parametre maille a la température ambiante Monoclinique

a=4.68 A b=3.42 A

c=5.12 A B =99.54°

Point de fusion

1599 K

Constante diélectrique relative 12.0

Masse d'un électron de la bande de conduction 0.16-0.46 me.
Longueur de la liaison Cu-O 1.95 A

Longueur de la liaison O-O 2.62 A

Longueur de la liaison Cu-Cu 2.90 A

Capacité de chaleur spécifique (Cp) 460 +10 J kgt k?
Coefficient thermique d'expansion 12.5x 10 k!

Tableau 1.2. Propriétés chimiques d’oxydes de cuivre 2%,

Propriétés chimiques

Données chimique

Symbole chimique

CuO

Group

Cuivre 11 / Oxygéne 16

Configuration électronique

[Ar]3d 20 4s?

[He]2s %2 2p*

Composition chimique

Contenu (%)

Elément
Cuivre 79.87
Oxygéne 20.10
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1.1.4.3. Application de nanoparticules de cuivre

Les applications des nanoparticules de CuO sont diverses, et leur utilité découle de
leurs propriétés variées, lesquelles sont intimement liées a leur taille, leur surface, ainsi que
leurs caractéristiques optiques et magnétiques. En conséquence, ces nanoparticules trouvent
leur emploi dans un large éventail d'usages, allant des agents antimicrobiens aux catalyseurs
chimiques, en passant par les formulations anticancéreuses et les matériaux de revétement,

entre autres 261,
» Application médicale

En raison de leurs propriétés et de leurs nombreuses applications dans divers
domaines, tels que la nanomédecine et les sciences biomédicales, les nanoparticules d'oxyde
de cuivre ont attire l'attention particuliere. Ils peuvent également étre utilisés dans d'autres

domaines, comme la détection de virus dans le corps humain 2.
» Cellules solaires

En raison de leurs énormes avantages tels que leurs capacités de transfert d'électrons,
leur activite electro catalytique efficace, leurs grandes surfaces et leur facilité d'utilisation, les

oxydes métalliques ont gagné en popularité.

Les matériaux a base de CuO en tant que semi-conducteur de type p ont été largement étudiés
pour les applications photovoltaiques en raison de leur faible codt, d'une absorbance solaire
élevée, d'une faible émission thermique, de la non toxicité et d'un processus de fabrication
simple. lls ont également été largement explorés en raison de leur bande interdite (1,2 a 2,1

eV) et de leur facilité de sensibilisation.

En raison de sa stabilité exceptionnelle, de ses bonnes propriétés électriques et de sa
concentration de porteurs élevée, le CuO est également un candidat trés prometteur pour les

applications solaires photovoltaigques =,
> Application en catalyse

Le cuivre est un métal abondant sur terre avec une faible toxicité, ce qui rend les nano
catalyseurs a base de cuivre peu colteux et respectueux de l'environnement. L'un des

catalyseurs les plus importants et les plus courants est CuO.

A cause de sa surface spécifique, les nanostructures de CuO ont généralement une activité

catalytique supérieure a celle du CuO massif 21,
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1.1.5. Nanoparticules de Cobalt

Le cobalt est un métal dur, brillant et grisatre, 1l occupe la 27eme position dans le
tableau de Mendeleiev entre le fer et le nickel. Il est les 33 éléments le plus abondant de la

croQte terrestre [33-34],

Il est le premier métal de transition du groupe VIII-B, il possede une configuration
électronique 1s2 2s2 2p6 3s2 3p6 3d7. Il est exclusivement présent sous deux états

d’oxydation +2 et +3 [¥°],
1.1.5.1. Propriétés des oxydes du cobalt
> Propriétés structurelles

La Thermodynamique favorise I’oxyde Co3Oa4 (Tri cobalt tétraoxide), qui cristallise
dans la structure spinelle cubique de la méme maniere que FezOa. Le paramétre de maille est
de 8.080A et le groupe d’espace Fd3m (type Al2MgQOa.). Malgré la steechiométrie simple de
Co : 0=3 :4, Co0304, cette structure spinelle est beaucoup plus compliquée que le CoO.
Contrairement a CoO, cette structure Co304 posséde deux sortes d’ions : Co?* (1) en forme

tétraédrique et Co** (111) en forme octaédrique.

Ces deux ions existent en rapport 1:2 (Co?" C,** 04%). Ainsi la distance interatomique CoO
est de 1.929 A et 1.916 A dans les états tétraédriques et octaédriques respectivement, alors
qu’il est de 2.130 A dans CoO. Dans une cellule Co3O4, il y a 32 0?7, 8Co?* (site 8a) et 16

Co* (16d), ce qui donne une cellule de 56 atomes (Figure .1.4) [5¢1,
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Figure 1.4. Structures cristalline d’oxyde du cobalt Co3Oa. ¢,
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> Propriétés physico-chimiques des oxydes du Co

L’oxyde de cobalt (Coz04) est un matériau appartient a la famille des semi conducteurs
a grand gap direct, son énergie de gap varie du 1.48 eV au 2.19 eV. Il est caractérisé par une
stabilité chimique a haute température une haute résistance mécanique.

Les nanoparticules d’oxyde de cobalt (Co3z04) présentent une bonne conductivité en
raison de I'existence de I'ion Co®* [*¢],

Les principales propriétés des oxydes du cobalt sont regroupées dans le tableau suivant.

Tableau 1.3. Propriétés physico-chimiques des oxydes du Co 71,

Propriétés physico-chimiques des oxydes du Co
Symbole chimique C0304
Couleur Gris-noir
Masse moléculaire 240.79 g/mol
Densité relative 0.90-1.30 g/cm? (poudre) ; 6.07 g/cm® (substance solide)
Masse volumique apparente 0.7-2.9 glcm®

1.1.5.2. Application de nanoparticules de Co

Les : nanoparticules de cobalt (CoNPs) présentent des propriétés physico-chimiques
uniques, notamment une forte activité magnétique, une grande surface spécifique, et une
bonne stabilité thermique et chimique. Ces caractéristiques leur conférent un large éventail

d’applications dans différents domaines :

» Applications biomédicales
e Imagerie par résonance magnétique (IRM): utilisées comme agents de contraste grace
a leurs propriétés magnétiques.
e Traitement du cancer: par hyperthermie magnétique, ou les CoNPs chauffent
localement les cellules cancéreuses sous I’effet d’un champ magnétique.
e Transport ciblé de médicaments: les CoNPs peuvent étre fonctionnalisées pour

délivrer des médicaments de maniére ciblée.
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» Catalyse

Utilisées comme catalyseurs ou supports catalytiques dans des réactions organiques,
notamment I'nydrogénation, I'oxydation ou la dégradation de polluants.

» Stockage et conversion d’énergie

Employées dans la fabrication d’¢lectrodes pour les batteries lithium-ion, les super-

condensateurs et les piles a combustible.

» Applications environnementales
e Dépollution de I’eau: elles servent a dégrader des contaminants organiques ou a
éliminer des métaux lourds.
e Traitement des gaz industriels: les CoONPs peuvent capturer ou transformer certains
gaz polluants.
» Matériaux magnétiques

Utilisées dans les dispositifs de stockage de données, capteurs magnétiques, et autres

composants électroniques =8,

Dans ce contexte I’objectif de notre travail est la synthése des nanoparticules métalliques a

base d’une plante médicinale « P. harmala », et les appliqués comme agent antioxydant.
1.2. GENERALITE SUR LAPLANTE PEGANUM HARMALA L.

Le genre Peganum tient son nom du grec et est attribué aux espéces de la rue, alors
que le nom de I’espéce harmala dérive de celui de la ville Libanaise Hermel . Les plantes
de ce genre sont connues pour leurs richesses en alcaloides indoliques telles que: Peganum
mexicanum Gray, Peganum nigellastrum Bg., Peganum multisectum Maxim. Et Peganum

harmala L 7],
1.2.1. Peganum harmala L.

Peganum harmala L, connue localement sous le nom de "Harmel”, est une plante
largement utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne ™. Ainsi que dans d'autres
traditions médicales mondiales ; Elle se trouve fréquemment sur les coteaux arides, les
champs incultes secs, les décombres et les steppes terreuses Elle est couramment présenté

dans les régions arides et semi-arides [“>*%l. (Figure 1.5)
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Figure 1.5. P. harmala (A) plante; (B) fleurs ; (C) fruits; (D) grains.

1.2.2. Classification botanique

Peganum harmala L. appartient a la famille des Zygophyllaceae mais sa position
taxonomique est encore discutable et on a proposé une famille séparée Nitrariaceae pour ce
genre. La classification botanique de Peganum harmala L. selon Lamchouria. F est le

suivant:[ 44!
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Rosidae
Ordre Sapindales
Famille Zygophyllaceae
Genre Peganum
Espece Peganum harmala L.

1.2.3. Nomenclature
Nom latin : Peganum harmala [°],

Arabe : Harmel sahari

T
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Local : Harmel ; Armel ; L’harmel.
Touareg : Bender tiffin.

Francais : rue sauvage ; rue verte ; pégane.
Anglais : harmal ; syrian rue 61,

1.2.4. Distribution géographique
Cette plante est largement distribuée a travers le monde. Elle est particulierement
répandue dans les zones arides et seches méditerranéennes dans les sols sableux et légérement

nitrés 471,

Continents Répartition géographique

En Europe Les zones séches, de I'Espagne a la Hongrie jusqu'aux steppes de la Russie
méridionale
Les zones arides méditerranéennes du Moyen-Orient au Nord de I'Afrique (Tunisie,

. Sahara septentrional et central en altitude, Hauts-Plateaux algériens et Oriane,

En Afrique
Maroc oriental)

En Asie Les steppes de I’Iran et du Turkestan jusqu’au Libet

1.2.5. Composition chimique des graines de Peganum harmala L.

Les résultats illustrés dans le (Tableau 1.4) montrent la présence I’harmaline (3.8%) et
harmine (2.93) comme alcaloides majeur, avec une faible quantit¢ d’harmalol, harmane et

harmol dans les graines.

Tableau 1.4. Les principaux alcaloides dans les graines de Peganum harmala L analysé par

HPLC [“8],

Composés %
Harmalol 0.120
Harmine 2.93

Harmaline 3.8
Harmane 0.029

Harmol 0.020

Une analyse HPLC pour l'identification des composés phénoliques de l'extrait de

graines de P. harmala a montré cing composés phénoliques dont la catéchine (11,52 mg / g),
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la rutine (8,46 mg / g), l'acide p-coumarique (6,03 mg / g), lI'acide chloregénique (0,48 mg / g)
et I'hespérétine (0,46 mg / g) (Tableau 1.5) comme principaux constituants (4],

Tableau 1.5. Les composés phénoliques de I'extrait des graines de P. harmala par analyse

HPLC 1,
Composés mg/g
Acide p-Coumarique 6.03
Rutine 8.46
Catéchine 11.52
Hespéridine 0.46
Acid Chlorogénique 0.48

1.2.6. Utilisation de Peganum harmala L.

Les effets therapeutiques les plus importants de P. harmala comprennent la candidose,
les anti-inflammatoires, les anticholinestérases, les antibactériens, les antimicrobiens, les
antitumoraux, l’angiogenese, les activités antiparasitaires, anti oxydantes et

cytotoxicologiques, la prévention des effets hépatoprotecteurs, abortifs et des pesticides

Les utilisations traditionnelles les plus importantes de P. harmala sont les maladies
cardiovasculaires, gastro-intestinales, nerveuses, endocrines, néoplasmes et tumeurs,
analgésiques, le diabéte, les maladies respiratoires, les désinfectants, les antipyrétiques, la

peau et les cheveux, les ulcéres, les thumatismes, I’arthrite et 1’inflammation 0,

La présence de multiples composés bioactifs dans Peganum harmala confere a cette

plante un large spectre d’activités pharmacologiques a titre d’exemple I’activité antioxydante.

1.3. ACTIVITE ANTIOXYDANTE
1.3.1. Définition

Le terme antioxydant fait référence a toute molécule capable de stabiliser ou de

désactiver les radicaux libres avant qu’ils n’attaquent les cellules %/,

D’une maniere générale, les antioxydants sont des molécules susceptibles d’inhiber
directement la production, de limiter la propagation ou de détruire les especes actives de
I’oxygene (Figure 1.6). lls peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espéces, en les

piégeant pour former un composé stable 81,
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especes

actives.

Détruire  les

Piéger

radicaux.

les

Empécher I’activation
des cellules ou des

enzymes
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0,°

H,0,
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NO°

Complexer le fer
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Activer les SOD

A ONOOH
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HO®
ROOH

Réduire les

peroxydes

Réparer ’ADN

Réparer les protéines

ou les détruire

Figure 1.6. Mécanisme d’action du systéme antioxydant 7,

1.3.2. Classification des antioxydants

1.3.2.1. Antioxydants endogénes « enzymatiques »

» Superoxyde dismutase (SOD)

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premieres lignes de défense contre le

stress oxydant, assurent I’élimination de 1’anion superoxyde par une réaction de dismutation

en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne 2,

» La catalase

La catalase se trouve dans les peroxysomes essentiellement. Elle assure la
transformation en eau et dioxygene du peroxyde d’hydrogéne H202, pour le quelle elle a une

moins fort affinité que le GPX.

Cette enzyme est abondante dans le foie et les globules rouges. Elle se retrouve

préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol.
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» La glutathion peroxydase:

La GPX est une protéine qui réduit les peroxydes en dépens de son substrat spécifique,
le glutathion réduit. Son rdle principal consiste en 1’élimination des peroxydes lipidiques

résultait de I’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturé 1,

mitochondria —— |.|20 + 02
Superoxide
dismutase
\\J Oo_ Cu*/Fe?*

o Fenton
e
2 |"|202 0 reaction
@ Glutathione
GSH peroxidase
Reduced
glutathione 2H20
GSSG
Oxidised
glutathione

NADP*

Glutathione NAD P H

reductase

Figure 1.7. Mécanisme d’action des antioxydants enzymatiques.

1.3.2.2. Antioxydants non enzymatique « exogenes »

De nombreux antioxydants non enzymatique sont facilement dosables, tant les
composés hydrophiles, comme la glutathion et I’acide ascorbique (Vitamine C), que les
lipophiles, comme I’a-tocophérol (Vitamines E), le B-caroténe (Vitamine A) et I’'ubiquinol. En
plus des substances propres a l’organisme, I’alimentation et les plantes sont également

d’importances source d’antioxydants 4],

1.4. STRESS OXYDATIF
1.4.1. Définition

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, est définit comme étant un déséquilibre
entre la génération des especes réactives de I'oxygene (ERO) et la capacité du corps a les
neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs qui en résultent. Il est impliqué dans diverses
pathologies telles que la maladie de Parkinson, les maladies les cancers, le diabéte, les

maladies d’Alzheimer et le processus de vieillissement 5],
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Cellule attaquée par Cellule avec stress
les radicaux libres oxydatif

Cellule normale

Figure 1.8. Le stress oxydatif.

1.4.2. Les amplifications du stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la production d’especes réactives de

I’oxygene (ERO ou ROS en anglais) et la capacité de ’organisme a les neutraliser par des

mécanismes antioxydants. Ce déséquilibre peut endommager I’ADN, les protéines et les

lipides, menant a diverses pathologies.

1.

Vieillissement cellulaire Le stress oxydatif accélere le vieillissement par des dommages

cumulés aux macromolécules cellulaires, notamment I’ADN mitochondrial.

Maladies neuro-dégénératives (Alzheimer, Parkinson). Le cerveau est particulierement
vulnérable au stress oxydatif en raison de sa forte consommation d’oxygéne et de sa
richesse en lipides. L’accumulation d’ERO contribue a la neuro-inflammation et a la mort

neuronale 9,

Cancers. Le stress oxydatif peut provoquer des mutations génétiques en endommageant

I’ ADN, favorisant ainsi I’initiation et la progression tumorale "/,

Maladies cardiovasculaires. Les ERO jouent un réle dans la formation de plaques
athéromateuses et I’altération de ’endothélium vasculaire, favorisant I’athérosclérose et

I’hypertension 8],

Diabéte. Le stress oxydatif contribue a la résistance a 1’insuline et a la dysfonction de la

cellule béta pancréatique %,

Infertilité Chez I’lhomme comme chez la femme, un excés d’ERO peut altérer la qualité

des gamétes et réduire les taux de fécondité [,
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I.7. LES RADICAUX LIBRES

1.7.1. Définition

Un radical libre est défini comme étant une molécule possédant un ou plusieurs
électrons non appariés cette molécule est trés instable, qui réagit rapidement avec d’autres
composants, tout en essayant de capturer les électrons nécessaire pour acqueérir la stabilité,
une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche,

en lui arrachant son électron, ou la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre .
1.7.2. Classification

Les espéces réactives oxygénées ERO, classe spécifique de radicaux, incluant ainsi
des radicaux libres comme celui de hydroxyde (OH), du radical superoxyde (O2) et une
forme protonnée (HO>), le radical peroxyde (ROO) ainsi que les espéces non radicalaires,
comme le peroxyde d’hydrogeéne (H202) et Ioxygene (O2) (Figure 1.6), qui sont produites

par divers mécanismes physiologiques a dose raisonnable

Ces especes réactives de 1’oxygeéne doivent étre neutralisées immédiatement par

différents systémes antioxydants ],
1.7.3. Sources des espéces réactives de I’oxygene

Les ROS peuvent étre produites par des agents physiques comme les rayonnements,
des réactions chimiques et surtout enzymatiques. En effet, toute réaction impliquant de I’O> et
un systéme réducteur de transfert d’¢électrons est susceptible de libérer des ERO. C’est ainsi
que la chaine respiratoire provoque une libération importante d’ERO (la voie respiratoire
produirait 90% des ERO cellulaires).

D'autres activités enzymatiques fournissent des ERO, notamment les NADPH oxydase
au cours de l’'inflammation et les cytochromes P450 au cours de la détoxication des
xénobiotiques. Ainsi, la mitochondrie (2 a 3 % de I'oxygeéne consommé par la mitochondrie
sont convertis en anion superoxyde O>"), la membrane plasmatique et le réticulum

endoplasmique sont les siéges principaux de production d’ERO 2],
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PARTIE 1: MATERIELLES ET METHODES

11.1.1. Matériel végétale

Ce chapitre présente les méthodes expérimentales utilisées dans le cadre de cette
étude. Le but de ce chapitre est de présenter la méthode de synthése des NPs par la chimie
verte. La voie verte des nanoparticules métalliques (NPs) a attiré une attention considérable
ces derniéres années car ces protocoles sont simples, peu colteux et plus respectueux de

I'environnement que les méthodes de synthése standard

Dans le cadre de la chimie verte pour la synthése des nanoparticules de cuivre et de
cobalt, nous avons sélectionné les grains de Peganum harmala L. comme agent réducteur. Ce
choix est basé sur les études menées sur cette plante. Elles ont confirme la présence de

plusieurs compositions phytochimiques, notamment: les polyphénols (flavonoides, tanins).
11.1.2. Criblage phytochimique de la plante

Le criblage phytochimique s’agit d’une analyse qualitative basée sur des réactions de
coloration et/ou de précipitation. Le screening phytochimique est un ensemble de tests
effectués soit sur la poudre, soit sur I'infusé a 5%. Ces tests nous permettent d'avoir une idée
sur la présence ou l'absence de certains métabolites primaires et secondaires chez les plantes.
Les molécules mises en évidence sont les polyphénols totaux (Tanins, les anthocyanes, les
leuco-anthocyanes, les flavonoides, les coumarines), les composés terpéniques (Saponosides,
Caroténoides), les composés azotes (Alcaloides), les composés glucosides (Irridoides), les
composes réductifs (Mucilages), les quinones, les protéines, les stérols et polyterpénes, les

sucres réducteurs, les glucides, I'amidon, et les lipides 1.
a) Polyphénols

Une pesée de 5 g de la poudre de plante est projetée dans 100 ml d’eau bouillante dans
un erlenmeyer de 250 ml. Aprés infusion de 15 mn, le mélange est filtré et complété a 100 ml
avec de I’eau distillée. Ce filtrat (infusion a 5 %) est utilisé pour la détection des différentes

classes de polyphénols 21,
a.l. Tanins

Dans un tube a essai, 5 ml du filtrat d’infusion (5 %) sont additionnés de 1 ml d’une
solution aqueuse de FeClz a 1 %. En présence de tanin, il se développe une coloration verdatre

ou bleu-noiratre [,
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a.2. Flavonoides

5ml de I’infusé a 5 %, sont ajoutés 5 ml de H2SO4 & 10 %, puis 1ml de NH4sOH a 10
%. Si la coloration s’accentue par acidification, puis vire au bleu-violacé en milieu basique,

cela permet de conclure de la présence des flavonoides [,
b) Dérives anthracéniques

b.1. Anthraquinones libres

A une pesée de 1 g de poudre sont ajoutés 10 ml de chloroforme et chauffés pendant 3
mn au bain-marie. Aprés filtration a chaud le volume est complété a 10 ml par le chloroforme.
L’extrait chloroformique obtenu (1ml) est additionné de 1 ml de NH4OH a 10 %.

Apres agitation, la coloration plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres
[2

b.2. Anthraguinones combinées

Les O-hétérosides: A partir du residu de la poudre épuisée par le chloroforme, un
hydrolysat est préparé par ajout de 10 ml d’eau et 1 ml d” HCI concentré (36.5-38 %) puis le
mélange est maintenu au bain-marie (100°C) pendant 15 mn. 5 ml d’hydrolysat sont agités
avec 5 ml de chloroforme. La phase organique est reprise puis 1 ml de NH4sOH a 10 % est

ajouté. La présence d’anthraquinones est révélée par la coloration rouge plus ou moins foncée
[2]

Les C-hétérosides: La phase chloroformique (phase organique) a été diluée par 10 mi
d’eau, puis additionnée de 1 ml de FeCls a 10 %. Apres ébullition au bain-marie pendant 30
mn et agitation avec 5 ml de chloroforme, 1 ml de NHsOH a 10% et ajouté a la phase
chloroformique. Une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de génines

C-hétérosides [,
c) Saponosides

Un volume de 100 ml d’eau distillée est porté a ébullition dans un erlenmeyer de 250 ml
et 1g de poudre est ajouté puis maintenu a ébullition modérée pendant 15 mn. Apres filtration,
le filtrat est ajusté a 100 ml. Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, est mis
un volume de 1, 2,....10 ml du décocté a 1% préparé, puis le volume dans chaque tube est
ajusté a 10 ml avec de I’eau distillée. Chaque tube est agité dans le sens de la longueur

pendant 15 secondes en raison de 2 agitations par seconde. Aprés avoir laissé au repos

2
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pendant 15 minutes, la hauteur de la mousse est mesurée dans chaque tube, et une hauteur de

lcm indique I’indice de mousse [,
d) Alcaloides

La poudre végétale séchée (10 g) a été introduite dans un erlenmeyer de 250 ml, puis 50
ml de H2SO4 a 10 % ont €té ajoutés. Apres agitation, le mélange est laissé macérer 24 heures
a la température du laboratoire (25°C) puis filtré sur un papier filtre. Le filtrat est ensuite
complété a 50 ml avec de I’eau distillée. Un volume de 1 ml de filtrat est introduit dans un
tube a essai puis 5 gouttes de réactif de Dragendorff sont ajoutées. L’apparition d’un précipité

confirme la présence d’alcaloides ?I.
11.1.3. Méthode d’extraction

Le phénomene d’extraction est un procédé qui permet d’extraire une espece chimique
a partir d’une substance naturelle qui la contient, on utilisant des solvants. La méthode
d'extraction des polyphénols adoptée dans notre étude correspond a une maceration par le

mélange éthanol/eau suivie d'une évaporation.

Pour cela la poudre végétale, (10g) est soumise a une extraction (solide/liquide) par
maceration dans I’éthanol/eau (70/30 ml) a la température du laboratoire pendant 24 heurs.
Une partie de ce melange a été filtré sur papier filtre et soumise a un chauffage a 40°C pour
obtenir I’extrais hydro-alcoolique (EHA). Et une autre partie du melange et utilisé dans la

synthése des bio-nanoparticules métalliques .

Le rendement d’extraction est donné par 1’équation suivante :

RY, = Poid de l'extait * 100/Point de la plante Eq(I1.1)

Figure 11.1.1. Protocole d’extraction.
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11.1.4. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

11.1.4.1. Dosage des polyphénols totaux

Principe

Le dosage des polyphénols totaux est effectué en suivant la méthode colorimétrique
décrite par Li et al. (2007) |, qui utilise le réactif de Folin-Ciocalteu. Le réactif de Folin
Ciocalteu est un acide jaune composé d’un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040)
et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Lors de 1’oxydation des substances
phénoliques, le réactif est réduit en me¢lange d’oxydes bleus de tungstene et de molybdene. La
coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est

proportionnelle & la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux ©!.

Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode décrite par Li et al.
(2007), 100 pl de I’extrait sont ajoutés a 500ul du réactif de Folin -Ciocalteu (10 fois dilué
dans I’eau distillée) apres 4 min d’incubation 400 pl de carbonate de sodium 7.5% sont
additionnés. Les solutions sont maintenues a I’obscurité pendant 2 heures a température
ambiante. L’absorbance de chaque solution a été lue a 765 nm contre un blanc par un
spectrophotomeétre. La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation
de régression de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique a différentes concentrations (12.5-
100 pug/ml) et exprimée en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait (Poly, HgEAG/mg) [©].

y=00007x+0.116

R=09%

Abgorbance

Concentration (ug/ml)

Figure 1.1.2. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Chaque point représente la moyenne +

SD (n=3).
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11.4.2. Le dosage des flavonoides

Principe

La quantification des flavonoides a été réalisée en utilisant une méthode qui repose sur
la formation d'un complexe stable entre le chlorure d'aluminium et les atomes d'oxygéne

situés sur les carbones 4 et 5 des flavonoides [
Mode opératoire

Le dosage des flavonoides de I’extraits hydro-alcoolique de P. harmala est effectué
selon la méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3); 1 ml de D’extrait (préparé dans le
méthanol) avec des dilutions convenables, est ajouté a 1 ml de la solution d*AlCls (2% dans
le méthanol). Apreés 10 minutes d’incubation et de réaction, ’absorbance est lue a 430 nm. La
concentration des flavonoides est déduite a partir des gammes d’étalonnage établies avec la
quercétine (0-40 pg/ml), et exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (Flav, pgEQ/mg) [°],

y = 0.024x + 0.000
0s

R=0.99%

06

Abrorbance

04

02

] 5 10 15 20 5 i} 35 40

Concentration (ug/ml)

Figure 1.1. 3. Courbe d’étalonnage de la quercétine. Chaque point représente la moyenne +

SD (n=3).

11.1.5. Synthese des bio-nanoparticules

Les nanoparticules ont été synthétisées par une réduction des ions métalliques par les
composeés phénoliques de I'extrait. Une solution des chlorures : de cuivre [CuCl,, 2H20], et de
cobalt [CoClz, 6H20] (1,5 g/100ml) a été mise a réagir avec 10 ml de I'extrait. La réaction a

été procédée en utilisant montage au reflux sous agitation continue pendant 6 heures a 70°C
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(Figure 11.1.4). Le produit obtenu seché a 80°C pendant une nuit. Des NPs de Cu et de Co

pur ont été obtenus aprés traitement thermique (calcination) a 400 °C pendant 2 h I

Calcination

—

Figure 11.1.4. Etapes de synthése des bio-nanoparticules.
11.1.6. Caracteérisations des nanoparticules

Les propriétés physico-chimiques des poudres obtenues ont été étudiées a l'aide des
différentes techniques de caractérisation. Un spectrophotometre FTIR a été utilisé pour
évaluerla composition et la qualité structurelle des nanoparticules. L’échantillon a été analysé
pour la détection de I’absorption UV-visible et I'énergie de gap optique (exemple) en utilisant

un spectrometre UV-Vis.

11.1.6.1. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie FTIR est une technique qui permet d'obtenir des informations sur les
différents groupes fonctionnels a partir des positions de pic dans le spectre. Des informations
sur l'identification et la stabilisation des nanoparticules peuvent également étre déduites de

cette analyse.

Principe

Le principe de FTIR repose sur I’absorption d’un rayonnement infrarouge a simple ou
double faisceau par I’échantillon a analyser. Elle permet via la détection des fréquences de
vibration caracteéristiques des liaisons chimiques, d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques
présentes dans le matériau. Le faisceau infrarouge est dirigé vers linterféerométre de
Michelson qui va moduler chaque longueur d'onde du faisceau a une fréquence différente.
Dans ce dernier, le faisceau lumineux incident est séparé en deux par une séparatrice. Ces

deux parties vont se réfléchir sur des miroirs, dont 1'un est fixe et ’autre mobile. Quand les
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deux faisceaux se recombinent, des interférences destructives ou constructives apparaissent en

fonction de la position du miroir mobile.

Le faisceau modulé est alors réfléchi des deux miroirs vers I'échantillon, ou des absorptions
interviennent. Le faisceau arrive ensuite sur le détecteur pour étre transformé en signal

électrique )

11.1.6.2. Spectrometre d’absorption UV-visible

La spectroscopie d'absorption UV-visible joue un réle trés important dans I'étude des
propriétés optiques des nanoparticules. Elle est basée sur I'étude de l'interaction des ondes

électromagnétiques et de la matiére.

Principe
La spectrométrie d'absorption UV-visible repose sur la transition d'électrons de

valence qui passent d’un état fondamental a un état excité apres absorption d'un photon dans

I'UV- visible.

Lorsque les électrons rencontrent une onde lumineuse d'une fréquence correspondant a
leurs fréquences vibratoires, ces derniers absorbent I'énergie de I'onde lumineuse et acquiérent
un mouvement vibratoire. L'électron vibrant interagit avec les électrons voisins et convertit la
vibration en énergie thermique. La spectroscopie d'absorption fait donc référence a la mesure

de l'absorption de la lumiére par un matériau en fonction de la longueur d'onde.

Plus le nombre de molécules qui absorbent la lumiere d'une longueur d'onde donnée
est élevé, plus l'absorption de lumiére est importante et plus l'intensité maximale du spectre

d'absorption est élevée.

Ce spectrophotometre fonctionne selon le principe de la Beer-Lambert qui indique que
la fraction de rayonnement incident absorbée est proportionnelle au nombre de molécules

absorbantes sur son trajet [ 1%,

Mathématiquement, cette loi peut étre expliqguée comme :
I
log (™) = ecl Eq(II.2)
Ou
lo: Intensité de la lumiére incidente.

I: Intensité de la lumiére transmise par la solution d'échantillon.
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C : concentration d’échantillon.
I: longueur du trajet de I’échantillon.
&: coefficient d’absorption molaire.

Le rapport I / lo est connu sous le nom de transmittance (T) et le logarithme du rapport inverse
lo/ 1 est connu comme l'absorbance (A).

Par conséquent

I

“log (T) — LogT = &CL Eq(ll.3)

0

Ou

A= eCL Eq(Il. 4)
Donc

1
A =1log (?> Eq(IL.5)

11.1.7. Evaluation de ’activité antioxydante par le test du DPPH

L’activité antiradicalaire est trés importante du au role délétére des radicaux libres dans

le domaine alimentaire et dans les systéemes biologiques.

La méthode du radical de DPPH, utilisée dans la présente étude, est une procédure
commune dans laquelle I’activité antioxydante de 1’échantillon étudié est estimée par le degré
de décoloration de la solution de DPPH. Ce chromogene violet est facile a utiliser, a une
grande sensibilité, permet I’analyse rapide de I’activité antioxydante d’un grand nombre

d’échantillons et donne des résultats reproductibles.

En effet a la température ambiante et en solution, le radicale DPPH" (2,2 -diphenyl -1-
picrylhydrazyl) présente une coloration violette intense alors qu’a son passage a la forme non
radicalaire 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazine (DPPH-H), aprés la saturation de ses couches

électroniques il perd sa coloration violette et devient jaune (Figure 11.1.5) [,

3
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Figure 11.1.5. Réduction du DPPH’ par un antioxydant (AH) 2,

La diminution de I’intensité de coloration est suivie par mesure colorimétrique a 517

nm. Elle est dépendante du pouvoir piégeur des composés étudiés vis-a-vis du DPPH".

L’activité anti-radicalaire a été évaluée in vitro par le radical DPPH" (2,2 -diphenyl-1-
picrylhydrazyl) de couleur violette qui vire au jaune, en présence de capteurs de radicaux
libres, et se réduit en 2,2'-diphenyl-1- picrylhydrazine (DPPHH). Ceci permet de suivre la
cinétique de décoloration & 517 nm [,

Pour cela, I’échantillon a été incubé avec une solution méthanolique de DPPH a 0.004
%. Apres une incubation de 30 minutes a la température ambiante, 1’absorbance a 517 nm a
été enregistrée. Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH" par I’extrait a été calculé

comme suit:

1% = 100 * (ACOntrole - AEchantillon) EC[ (11. 6)

AControle

Acontrole: Absorbance en absence de I’inhibiteur (controle négatif)
Acechantiion : Absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon).

La concentration inhibitrice de 50 % de I’activité du DPPH (ICso) de chaque extrait a
¢été calculée a partir de I’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration de ’inhibiteur. Elle a été exprimée en pg/ml L’ICso est un paramétre utilisé
pour estimer [I’activité antioxydante. Plus cette concentration est faible plus I’effet

I’antioxydant est puissant 4],
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PARTIE 2: RESULTATS ET DISCUSSION

11.2.1. Résultats du criblage phytochimique

Les analyses phytochimiques de la plante donnent des résultats qui sont repris dans le
tableau 11.2.1.

L’analyse de ces résultats montre que les grains de Peganum harmala contiennent des
flavonoides, des tanins, des saponosides et des alcaloides. Nous avons ainsi noté I’absence des
Dérivés anthracéniques [Anthraquinones libres et Anthraquinones combinées (C-hétérosides
et O-hétérosides)].

Tableau 11.2.1. Réactions du criblage phytochimique des grains de Peganum harmala.

Résultats
Recherches - -
Coloration Interprétation
Alcaloides Réactif de Dragendorff Précipité ++
Substances polyphénoliques
Tanins FeCls 1% couleur bleu- ++
noir
. o HCI concentré e
Tanins catéchiques . . précipité rouge +++
Alcool iso amylique
. . Réactif de Stiasny couleur bleu-
Tanins galliques X ++
galilg FeCls 1% noir
Flavonoides H>SO. 10%, NH,OH Couleur +
Dérivés anthracéniques

Anthraqumones NH,OH couleur rouge -
libres

O- HCI, NH4OH, | couleur rouge i
Anthraquinones hétérosides | FeCls
combinées C- NH,OH, FeCls | couleur rouge i

hétérosides

Saponosides Eau distillée Mousse ++

11.2.2. Calcule de rendement

Les résultats montrent que le rendement d’extrait hydrométhanolique est (12.53 + 2.02

%).
11.2.3. Teneur des composees phénoliques

11.2.3.1. Teneur en polyphénols totaux

La concentration des polyphénols totaux est déterminée par la méthode de Folin

Ciocalteau, a partir d’une courbe d’étalonnage utilisant l'acide gallique comme standard, la




Chapitre II

quantit¢ de polyphénols totaux a été exprimée en mg EAG/g d’extrait. En plus de sa
sensibilité, cette méthode de dosage présente une reproductivité puisque 1’absorbance est
étroitement corrélée & la concentration de I'acide gallique utilisée dans la gamme
d’étalonnage. La teneur en polyphénols d’extraits hydrométhanolique est (31.36 £ 0.30 ug
EAG/mg d'extrait).

11.2.3.2. Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3). La teneur en flavonoides est exprimée en mg EQ /g d’extrait. En utilisant comme
standard le Quercétine. La teneur en flavonoides d’extraits hydrométhanolique est (09+0.30

en pg EQ /mg d’extrait).

Des rapports similaires ont également été observés par Baghiani.A., et al (2012) sur les
teneurs on polyphénols et en flavonoides ™*°1.

11.2.4. Caractérisation des bio-nanoparticules synthétisés

Les CuNPs et les CoNPs ont été effectuée en utilisant ’extrait des grains de Peganum
harmala. Les composés phytochimiques agissent comme agent réducteur et agent de
confinement et aident a minimiser 1’agglomération des NPs en contr6lant la morphologie et
en protégeant et stabilisant les NPs formés. Atome d’oxygene du groupe ester et groupement
hydroxyle phénolique des composés phytochimiques (flavonoides et polyphénols) se lient au

métal par chélation pour former un complexe hydroxyle métalephénole.
11.2.4.1. UV

La formation des nanoparticules de cuivre et de cobalt est initialement confirmée par

la spectroscopie d'absorption UV-Visible (Figure 11.2.1).

v La figure 11.2.1 montre que les spectres UV-Visible des CuNPs synthétiques vertes ont
affiché clairement deux pics d'absorption prononcés importants de 250 nm et 328nm, qui
se distingue principalement par les CuNPs. Les résultats obtenus concordent entierement
avec ceux de Sukumar. S., et al (2020), Alishah. H., et al (2016), Fardood. S. T & A.
Ramazani (2016), Sivaraj. R., et al (2014), Sutradhar. P., et al (2014), qui ont signalé
I’efficacité d’extrait hydro-alcoolique des graines de P. harmala pour fabriquer les
CuNPs [16-20],

v Les CoNPs ont été synthétisés efficacement a partir de ’extrait de P. harmala avec

I’observation visuelle du changement de couleur. Les boi-CoNPs ont montré de spectre
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d’absorbance a 210 nm en spectroscopie UV-visible (Figure 11.2.1), qui sont attribués a la

formation de nanoparticules d’oxyde de cobalt. Ces spectres sont clairement d’accord

avec le résultat de Farhadi. S., et al (2016) 21,
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Figure 11.2.1. Spectres UV des CuNPs, CoNPs et de I’extrait du P. harmala..

11.2.4.2. FTIR

La spectroscopie FTIR est utilisée pour identifier les groupes fonctionnels en fonction
de la valeur de créte dans la région infrarouge. La spectroscopie FTIR a été réalisée pour
identifier les groupes fonctionnels possibles des biomolécules responsables de la réduction, du
recouvrement et de la stabilisation des nanoparticules. Les spectres FTIR (Figure 11.2.2) des
échantillons ont été obtenus aux nombres d'onde de 400 a 4000 cm™. Les nanoparticules
CuNPs et CoNPs ont été caractérisés par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

(FT-IR), et comparées avec I’extrait de Peganum harmala. Ces spectres presentent des pics

similaires, avec un léger décalage.
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v L'analyse du spectre FTIR de l'extrait hydro-alcoolique de P. harmala a révélé la
présence des pics a 3400 cm?, 2960 cm™?,1602cm™, 1039 cm? 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 Composes.

v' Le spectre FTIR du CuNPs indique de nouveaux pics importants entre1700 cm™ et 600
cm correspondent aux vibrations caractéristiques aux oxydes de cuivre CuO/Cu:O.

v' Le spectre FTIR du CoNPs montre un pic a 653 cm™ caractéristique aux oxydes de cobalt

En comparant les spectres des CuNPs et CoNPs a celui de l'extrait de Peganum
harmala , on a constaté que certains pics obtenus a partir de l'extrait végétal se reproduisaient
dans les spectres FTIR des bionanoparticules, avec de légeres variations dans les positions des
bandes et les intensités d'absorption. Ces résultats montrent que les bionanoparticules

synthétisés sont purs et enrobés de composants de I'extrait de Peganum harmala.

Donc ces résultats ont révélé également une possible interaction entre les ions Cu, Co
et I'extrait hydro-alcoolique de Peganum harmala pendant la phase de bioréduction. Et par
conséquence les flavonoides et les groupes phénoliques de I'extrait de graines de P. harmala

agissent comme stabilisants et réducteurs et activent la formation de nanoparticules 227,
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Figure 11.2.2. Spectres FTIR des nanoparticules et de I’extrait du P. harmala.
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I1.2.5. Evaluation de ’activité antioxydante

L’activité antiradicalaire est trés importante du au role délétere des radicaux libres

dans le domaine alimentaire et dans les systémes biologiques %], La méthode du radical de

DPPH, utilisée dans la présente étude, est une procédure commune dans laquelle I’activité

antioxydante de I’échantillon étudié est estimée par le degré de décoloration de la solution de

DPPH. Ce chromogéne violet est facile a utiliser, a une grande sensibilité donne des résultats

reproductibles *°1, Les résultats de 1’activité antioxydante par le DPPH sont regroupés dans la

figure 11.2.3.
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Figure 11.2.3. Activité antioxydante par le DPPH.
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Chez I’homme, les radicaux libres sont créés par plusieurs voies métaboliques et
provoquent des maladies dégénératives et une diminution de la fonction immunitaire =%, Pour
lutter contre les radicaux libres, des plantes médicinales a base de composés phénoliques sont

utilisées comme antioxydants.

Selon le criblage phytochimique P. harmala contient des polyphénols et d'autres
composés phytochimiques a forte activité antioxydante pour cela elle est utilisée comme

antioxydant naturel.

Le mécanisme a I’origine de ’activité antioxydante des nanoparticules inorganiques
implique la liaison de catalyseurs a base d’ions de métaux de transition par des radicaux
libres, ce qui entraine une amélioration de I’activité de piégeage des radicaux. L'activité
antioxydante était sensiblement accrue dans les nanoparticules vertes synthétisées a basée des

plantes médicinales.

L'activité antioxydante des CuNPs et CoNPs biosynthétisées a partir I’extrait hydro-
alcoolique du P. harmala contre le radical DPPH ont eu un puissant effet inhibiteur sur le

DPPH, avec des Clso de 44,27 pug/ml, 60,74 pg/ml et 307,8 pg/ml respectivement.
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CONCLUSION GENERALE

La synthése verte des nanoparticules d'oxydes métalliques a l'aide I'extrait des plantes
est une alternative prometteuse a la méthode traditionnelle de synthese chimique.

Pour cette raison, ce travail de mémoire a pour objectif de proposer un procedé
d’élaboration de nanoparticules de cuivre et du cobalt, propre vis-a-vis de I’homme et
’environnement. Pour répondre & ce critére, nous avons choisi la bioréduction des ions Cu?*
et Co®* aqueux des solutions du chlorure de cuivre et de cobalt a travers un extrait de

Peganum harmala L. comme agent réducteur et stabilisateur a la fois.

Cette approche de la chimie verte vers la synthése de nanoparticules présente de
nombreux avantages tels que la facilité de mise a I'échelle, la viabilité économique Plus
important encore, la réaction était simple et pratique a manipuler. Nous avons surveillés la
cinétique de formation des nanoparticules par spectroscopie UV visible et FTIR. Les résultats
de caractérisation ont montré la formation de ces oxydes avec succes. D'autre part, I’activité
antioxydant des NPs a été évaluée par le test de DPPH. La ou les résultats ont montré la
grande efficacité des oxydes biosynthétisés par rapport a I'extrait végétal.
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Résumé

Dans cette étude, les nanoparticules d’oxyde de cuivre (CuNPs) et de cobalt (CoNPs) ont été
synthétisées de maniére verte a 1’aide de ’extrait hydro-alcoolique de Peganum harmala utilisé
comme agent réducteur et stabilisant en raison de sa richesse en composés phytochimiques,
notamment les flavonoides et les polyphénols. La synthése a été confirmée par des techniques de
caractérisation telles que la spectroscopie UV-Visible et spectroscopie Infrarouge a Transformée de
Fourier (FTIR). Les résultats obtenus ont démontré I'efficacité de Peganum harmala comme
agent bio-réducteur dans la synthése écologique de nanoparticules métalliques, tout en leur
conférant des propriétés antioxydantes potentielles pour des applications biomédicales.

Mots clés : Nanoparticules, Synthése verte, Antioxydant, Oxydes métallique.
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Abstract

In this study, nanoparticles of copper oxide (CuNPs) and cobalt oxide (CoNPs) were
synthesized green using the extract of Peganum harmala used as a reducing and stabilising
agent due to its richness in phytochemicals, flavonoids and polyphenols. The synthesis was
confirmed by characterization techniques such as UV-Visible and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR). The results obtained demonstrate the effectiveness of Peganum harmala
as a bioreducing agent in the eco-friendly synthesis of metal nanoparticles, while conferring
them with potential antioxidant properties for biomedical applications.

Key words: Napoparticules, Green synthesis, Antioxidant, Metal oxides



