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Résumé

La synthese verte de nanoparticules (NPs) a partir d'extraits végétaux constitue une alternative
durable aux méthodes conventionnelles, privilégiant la sécurité environnementale et sanitaire.
Cette étude présente une analyse comparative de trois types de nanoparticules : 1'oxyde de zinc
biosynthétisé (NPs ZnO), le nanocomposite chitosane-ZnO (Cs-ZnO) et I'hybride chitosane-
ZnO/polyvinylpyrrolidone (Cs-ZnO/PVP). L'extrait de Solanum nigrum L. a été utilisé comme
agent réducteur et stabilisant pour la synthése des NPs ZnO, sélectionné pour sa richesse en
métabolites secondaires. Le chitosane, extrait de carapaces de crevettes, a servi de matrice
naturelle pour encapsuler les NPs ZnO, tandis que l'incorporation du PVP a permis d'améliorer
les propriétés structurelles et fonctionnelles du composite final.

La caractérisation par FTIR, UV-Vis, MEB (SEM) et DRX (XRD) a confirmé la formation des
nanoparticules. Les diamétres moyens enregistrés étaient de 15,3, 27,8 et 30,1 nm, avec des taux
de cristallinité respectifs de 85,70 %, 78,40 % et 80,20 %. L'analyse optique a révélé une
diminution progressive de I'énergie de la bande interdite (bandgap) de 3,48 eV (ZnO) a 3,20 eV
(Cs-ZnO/PVP).

Les évaluations biologiques ont démontré une performance antioxydante supérieure pour le
composite Cs-ZnO/PVP, avec les valeurs d' ICs les plus basses pour les tests DPPH (0,061
+0,01 mg/mL) et ABTS (0,059 +£0.11 mg/mL). Les résultats de la capacité antioxydante totale
(TAC) et du test FRAP ont confirmé cette tendance avec Cs-ZnO/PVP présentant les activités les
plus élevées (367.43 +£1.82 et 217.24 +3.33 mg/mL, respectivement).

De plus, les nanoparticules ont montré des propriétés anti-inflammatoires et un facteur de
protection solaire (FPS) significatif, atteignant une valeur de 57 pour le composite enrichi en
PVP. Les tests antimicrobiens ont révélé une activité puissante, particulierement contre les
bactéries Gram-positives.

Dans le domaine environnemental, le composite Cs-ZnO/PVP a permis une décoloration
photocatalytique de 100 % des colorants bleu de méthyléne (MB) et bleu de toluidine (TB),
optimisée a pH acide. Enfin, 1'évaluation de la toxicité in silico via ProTox-II a confirmé
l'innocuité des nanomatériaux synthétisés, suggérant leur fort potentiel pour des applications
biomédicales et industrielles.

Mots clés : Solanum nigrum L., oxyde de zinc, chitosane-ZnO, polyvinylpyrrolidone,
photocatalyse, ProTox-II
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Abstract

Green synthesis of nanoparticles (NPs) from plant extracts represents a sustainable alternative to
conventional methods, prioritizing environmental and health safety. This study presents a
comparative analysis of three types of nanoparticles : biosynthesized zinc oxide (ZnO NPs), the
chitosan-ZnO nanocomposite (Cs-Zn0O), and the chitosan-ZnO/polyvinylpyrrolidone hybrid (Cs-
ZnO/PVP). The extract of Solanum nigrum L. was used as a reducing and stabilizing agent for
the synthesis of ZnO NPs, selected for its richness in secondary metabolites. Chitosan, extracted
from shrimp shells, served as a natural matrix to encapsulate ZnO NPs, while the incorporation
of PVP improved the structural and functional properties of the final composite.

Characterization by FTIR, UV-Vis, SEM, and XRD confirmed the formation of nanoparticles.
The recorded average diameters were 15.3, 27.8, and 30.1 nm, with respective crystallinity rates
of 85.70%, 78.40%, and 80.20%. Optical analysis revealed a progressive decrease in bandgap
energy from 3.48 eV (Zn0O) to 3.20 eV (Cs-ZnO/PVP).

Biological evaluations demonstrated superior antioxidant performance for the Cs-ZnO/PVP
composite, with the lowest ICso values for DPPH (0.061 +0.01 mg/mL) and ABTS (0.059 £0.11
mg/mL) assays. The results of total antioxidant capacity (TAC) and the FRAP test confirmed this
trend with Cs-ZnO/PVP yielding the highest activities (367.43 £1.82 and 217.24 +3.33 mg/mL,
respectively). Furthermore, the nanoparticles exhibited anti-inflammatory properties and a
significant sun protection factor (FPS), reaching a value of 57 for the PVP-enriched composite.
Antimicrobial tests revealed strong activity, particularly against Gram-positive bacteria.

In the environmental field, the Cs-ZnO/PVP composite enabled 100% photocatalytic
decolorization of methylene blue (MB) and toluidine blue (TB) dyes, optimized under acidic pH.
Finally, in silico toxicity evaluation via ProTox-II confirmed the safety of the synthesized
nanomaterials, suggesting their strong potential for biomedical and industrial applications.

Keywords : Solanum nigrum L., zinc oxide, chitosan-ZnO, polyvinylpyrrolidone,
photocatalysis, ProTox-II.
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Introduction

La technologie des nanomatériaux est un domaine scientifique spécialis¢ dans la conception
et la surveillance des matériaux a I'échelle des nanoparticules, incluant les dimensions s’étendent
entre 1 et 100 nanométres [1]. Cette petite taille permet de modifier de manicre radicale les
propriétés des matériaux, ce qui les rend appropriés pour une large gamme d'applications.
Récemment, la recherche dans ce domaine a considérablement augmenté, avec une curiosité
croissante de la part des scientifiques de divers domaines pour les applications de la technologie
des nanomatériaux [2]. Le terme "nano" provient du mot grec signifiant "nain", et il est utilisé pour
désigner une fraction d'un milliardiéme de metre. Les matériaux nanométriques présentent des
propriétés exceptionnelles, qu'elles soient mécaniques, thermiques ou chimiques, qui découlent de
leur grande surface spécifique et des effets quantiques sur ces particules [3].

Pour la production de nanoparticules, plusieurs méthodes sont utilisées, telles que les
méthodes chimiques et physiques. Cependant, avec 1'augmentation des défis environnementaux et
de leur impact sur la sant¢ humaine, il est devenu crucial de rechercher des procédures plus
durables et moins [4]. Par conséquent, les scientifiques se tournent de plus en plus vers des
techniques alternatives utilisant des ressources naturelles, comme les extraits végétaux et des
micro-organismes ainsi que les bactéries et les champignons, ainsi que des polyméres pour
synthétiser des nanoparticules métalliques comme le zinc, le magnésium et I'argent. Ces méthodes
sont non seulement écologiques, mais elles sont aussi moins cofiteuses par rapport aux méthodes
traditionnelles [5].

Parmi ces méthodes alternatives, l'utilisation d'extraits végétaux pour la synthése des

nanoparticules a suscité un intérét croissant. Cette méthode repose sur I'utilisation des composés
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naturels présents dans les plantes, tels que les phénols, les acides organiques et les alcools, pour
fabriquer des nanoparticules [6]. Elle représente une alternative siire et efficace par rapport aux
méthodes chimiques classiques, car elle ne nécessite pas de substances toxiques ni de processus
complexes. De plus, les extraits végétaux sont riches en antioxydants et en composés bioactifs qui
contribuent a améliorer les propriétés des nanoparticules, ce qui les rend adaptées a des
applications médicales, environnementales et industrielles [7].

Un des matériaux de plus en plus utilisés pour l'encapsulation des nanoparticules est la
chitosane, grace a ses propriétés uniques, telles que sa biodégradabilité, sa biocompatibilité et sa
pouvoir a former des films minces [8]. Le chitosane aide a améliorer la stabilité des nanoparticules
et renforce leurs propriétés physiques et chimiques, contribuant ainsi a améliorer leur efficacité
dans des applications telles que la thérapie ciblée, la délivrance de médicaments et la gestion des
eaux [9]. Le chitosane est également une matiere sire et écologique, cela en fait une option
privilégiée pour les applications dans les domaines médical et environnemental. De plus,
l'encapsulation des nanoparticules avec ce polymere permet de contrler la libération des
substances actives, réduisant ainsi les effets secondaires et améliorant l'efficacité des produits [10].

Quant au polymere PVP (polymeére de polyvinylpyrrolidone), il est largement utilisé
comme stabilisant pour les nanoparticules, car il empéche leur agglomération, contribuant ainsi a
maintenir leur stabilité [11]. Le PVP se distingue par sa capacité a absorber l'eau et a créer une
couche protectrice autour des nanoparticules, ce qui améliore leur distribution et augmente leur
efficacité dans des applications telles que les médicaments et les technologies environnementales
[12]. Le PVP est également un matériau sir et facile a utiliser, cela en fait un choix convenable
pour divers secteurs industriels [13].

Dans cette thése, nous explorons la biosynthése des nanoparticules d'oxyde de zinc



Introduction Générale

(ZnONPs) en utilisant Solanum nigrum Linn. L'extrait optimal a été sélectionné aprés une étude
approfondie prenant en compte plusieurs facteurs, notamment la quantité de métabolites
secondaires et 1'activité biologique de chaque extrait. Une fois les ZnONPs biosynthétisées, celles-
ci ont été enrobées de chitosane, extrait préalablement des carapaces de crevettes. Pour améliorer la
dispersion des nanoparticules et prévenir leur agglomération, un polymére de polyvinylpyrrolidone
(PVP) a également été ajouté.

Les composés obtenus ont été caractérisés et leurs propriétés analysées a l'aide de
techniques avancées, telles que la spectroscopie UV-visible, la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR), la diffraction des rayons X (XRD), la microscopie é€lectronique a
balayage (SEM) et I'analyse thermogravimétrique (TGA). Par la suite, une étude comparative a été
réalisée entre les trois nanocomposites — ZnONPs, chitosane-ZnO et chitosane-ZnO/PVP — en
évaluant leurs activités biologiques. Ces activités incluent : l'activité antioxydante, l'inhibition de
I'hémolyse oxydative, la détermination du facteur de protection solaire (FPS), les propriétés anti-
inflammatoires, l'activité antibactérienne et antifongique, la dégradation photocatalytique, ainsi que
des études de toxicité in silico.

Cette étude est divisée en trois chapitres :

Chapitre I : Ce chapitre présente une étude bibliographique structurée en plusieurs parties,
la premiere partie est consacrée a 1'é¢tude de la plante Solanum nigrum, inclut sa description,
I’analyse de sa composition chimique, ainsi qu’un examen de ses principales applications
biologiques. La deuxieme partie porte sur une étude approfondie du chitosane, couvrant son
historique, ses principales sources, ses méthodes d'extraction, ainsi que ses propriétés
physicochimiques. Par ailleurs, un apercu général des nanoparticules est présenté, incluant leurs

différents types et leurs propriétés essentielles, avec un intérét particulier porté aux nanoparticules
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d’oxyde de zinc (ZnO). Les méthodes de synthése de ces dernicres, ainsi que leurs propriétés
physicochimiques et leurs principales applications, sont également détaillées. Les activités
biologiques étudiées comprennent I'activité anti-inflammatoire, 1'activité antioxydante et l'activité
antibactérienne, ainsi que l'inhibition de 1'hémolyse oxydative, la détermination du facteur de
protection solaire (FPS). Enfin, la derniére partie traite de la problématique de la contamination de
l'eau par les pigments organiques.

Chapitre II : Ce chapitre détaille les matériaux utilisés et les protocoles mis en ceuvre tout
au long de I’étude, en particulier ceux liés a l'extraction, a la synthése des nanoparticules et aux
tests des activités biologiques.

Chapitre III : Les résultats obtenus ont été analysés et discutés en détail. Cela inclut la
sélection de l'extrait optimal pour la synthése des nanoparticules de ZnO, les caractérisations des
trois composés synthétisés, ainsi que les résultats des activités biologiques, du traitement de 1'eau et
de I’étude de toxicité.

Enfin, une conclusion globale récapitule les résultats majeurs de cette étude et suggere des

recommandations pour des investigations ultérieures.
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1.1 Solanum nigrum L.

[.1.1 Description Botanique
[.1.1.1 Famille des Solanacées

Les solanacées constituent I'une des familles de plantes les plus significatives, offrant
de diverses ressources essentielles. Elles sont largement répandues a travers le monde, en
spécialement dans les zones humides [14]. La plus considérable concentration de diversité se
situe en Amérique du Sud, et il est supposé que la famille soit originaire de cette région [15].
La famille des Solanacées est une vaste famille diversifiée regroupant un grand nombre
d'arbres, d'arbustes et d'herbes, comprenant environ 106 genres et 2300 especes actuellement
identifiés [16]. Le genre le plus significatif est Solanum, regroupant a lui seul 1500 especes
[17].

[.1.1.2 Espéce Solanum nigrum L. (Nomcommun: morellenoire)

Solanum nigrum L., une plante herbacée annuelle, atteint une hauteur de 25 a 100 cm et
présente une tige dressée pubescente couverte de poils simples. Les tiges présentent
fréquemment des angles et sont peu pubescentes. Les fruits sont de couleur noire terne, de forme
globuleuse, et ont un diametre compris entre 8 et 10 mm. Les feuilles présentent une forme ovale
avec des bases cunéiformes, mesurant entre 4 et 10 cm de large et entre 3 et 7 cm de long. Elles
sont pubescentes, grossierement dentelées, avec un sommet émoussé. Les inflorescences se
présentent sous forme d'ombelles extra-axillaires, avec un calice en forme de coupe et une
corolle blanche. Les lobes, de forme ovale-oblongue, sont ciliés sur la face abaxiale, assurant
ainsi la dispersion des graines. Les filaments mesurent entre 1 et 1,5 mm de longueur, tandis que

les antheres ont une longueur de 2,5 a 3,5 mm [18].
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[.1.2 Position systématique
La classification des plantes de la famille des Solanaceae est la suivante (Tableau 1.1).

Tableau 1.1: Classification scientifique de Solanum nigrum L.

Reégne Végétal
Embranchement Embryophyta
Sous-Embranchement Angiospermae
Classe Dicotyledoneae
Ordre Tubeflorae
Sous-Ordre Solanales

Famille Solanaceae

Genre Solanum

Espece Solanum nigrum L.

[.1.3 Habitat et Distribution géographique

Solanum nigrum L. est une plante herbacée extrémement répandue a I'échelle
mondiale, des régions tropicales aux régions tempérées, notamment en Europe, en Asie et
en Amérique du Nord. Il a été introduit en Amérique du Sud, en Australie et en Afrique
[19].

Cette espece est largement exploitée dans certains pays d'Afrique et d'Indonésie en
tant que légume et source de fruits, en récoltant des plantes qui poussent spontanément,
considérées comme des mauvaises herbes dans les champs cultivés ou au sein des
communautés de plantes adventices, sous les arbres, le long des clotures et des routes, dans

des zones proches des batiments et sur des terrains vagues. Ils ont ainsi formé une culture
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délibérée. Certaines communautés pratiquent la culture semi-intensive de Iégumes dans les
potagers domestiques ou sur des parcelles de terre fertiles situées a proximité des

exploitations agricoles [20].

[.1.4 Composition chimique

S. nmigrum contient une variét¢ de composants qui sont a l'origine de ses propriétés
pharmacologiques. Les composants actifs de cette plante englobent des glycoalcaloides, des
glycoprotéines et des polysaccharides, ainsi que des composés polyphénoliques tels que 1'acide
gallique, la catéchine, I'acide protocatéchuique (PCA), l'acide caféique, I'épicatéchine, la rutine et
la naringénine [18].

Tableau 1.2: Composants chimiques de S.nigrum L.

Nom du constituant Structure

Solanine

Quercetin

Catechin PN
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Dégalactotigonine

Vitamin C

[.1.5 Activités biologiques et thérapeutiques de Solanum nigrum L.

Solanum représente I'un des genres les plus importants et les plus diversifiés au sein

de la famille des solanacées. Sa grande diversité le rend non seulement intéressant d'un

aspect de vue taxonomique, mais aussi en termes d'utilité pour I'humanité [16].

Les racines, les feuilles, les fruits et les fleurs de S. nigrum présentent une valeur

vitale significative, tant dans les temps anciens que modernes [21]..

L'usage de S. nigrum est référencé dans tous les traités d'herboristerie anciens,

Dioscoride étant parmi les premiers a consigner ses vertus médicinales. S. nigrum s’avére

bénéfique pour soulager les symptomes de panique, de palpitations et de chaleur gastrique.

I1 est largement utilisé par les Arabes pour le traitement des briilures et des ulceres [21].

Diverses études scientifiques ont également démontré I'efficacité¢ de S. nigrum en

tant qu'agent antiseptique, anti-inflammatoire, antidysentérique, antiviral, antioxydant,

antimicrobien, anticancéreux, et immunostimulant [22]
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1.2 Apercu du chitosane et des nanomatériaux

[.2.1 Généralites sur la Chitine et le Chitosane

En 1811, le Professeur Henri Braconnot, directeur du jardin biologique a Nancy en France,
fut le premier a isoler une substance fibreuse insoluble dans les solutions aqueuses d'acides a partir
de certains champignons. En 1823, cette substance fut nommée "chitine", d'aprés le mot grec
"kitos" signifiant enveloppe, et découverte également dans certains insectes coléopteéres. En 1859,
le Professeur C. Rouget remarqua que la solubilité de la chitine changeait aprés un traitement
basique. Enfin, en 1894, HoppeSeyler isola et confirma la forme désacétylée de la chitine, qu'il
nomma chitosane [23]. Aujourd'hui, la chitine et le chitosane sont des biomatériaux renouvelables
présents en abondance dans la nature. La chitine est une fibre naturelle cristalline appartenant a la
famille des polysaccharides azotés. Sa formule chimique est tres similaire a celle de la cellulose, la
seule différence étant que l'acétamide sur le C2 de la chitine est remplacé par un groupe hydroxyle

dans la cellulose.

[.2.1.1 La chitine

La chitine se trouve principalement dans le régne animal, en particulier chez les invertébrés
tels que les insectes, les crustacés et les céphalopodes. Elle est également présente, bien que de
maniere moins significative, dans le régne végétal (dans les parois cellulaires de certaines algues) et
dans certains champignons, comme les levures, le penicillium et les champignons de Paris [24]. La
chitine est définie comme un polymeére constitué d'unités de N-acétyl-D-glucosamine (GlcNAc)
liées entre elles par des liaisons B (1 — 4) [25]. Actuellement, la principale source industrielle de
chitine et de chitosane provient des carapaces de crustacés, notamment les crevettes, et de
'endosquelette des calmars. La structure de la chitine est treés similaire a celle de la cellulose,

comme illustré en Figure I.1.

10
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Figure I.1: Structure chimique de la chitine [49]

[.2.1.2 Le chitosane

Le chitosane est un polysaccharide cationique et semi-cristallin, qui est relativement rare
dans les sources marines [26], Le chitosane, dérivé essentiellement de la désacétylation de la
chitine, est constitu¢ d'une chaine linéaire d'unités répétitives de 2-amino-2-désoxy-D-
glucopyranose et de 2-acétamido-2-désoxy-D-glucopyranose, reliées par des liaisons osidiques de
type B (1—4) (Fgure 1.2), avec un degré de désacétylation supérieur a 50 %. C'est un matériau
naturel, solide, floconneux, blanc, inodore, de haut poids moléculaire, non toxique, renouvelable,
biodégradable et biocompatible. Le chitosane possede également une réactivité chimique et
biologique significative. Il présente diverses propriétés telles que la chélation, la formation de films

et la capacité d'adsorption.

OH i
2
+o O 5{0 —1
HO > )
NH-

OH n

Figure I. 2 Structure chimique du chitosane [27]
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[.2.1.3 Source de chitosane

Le chitosane est rarement trouvé dans la nature. Il est présent principalement dans la paroi
des champignons Zygomycetes et, chez quelques insectes, comme dans la paroi abdominale des
reines termites. En conséquence, il n'existe pas de sources primaires exploitables de chitosane, la
principale source étant la désacétylation de la chitine extraite des carapaces de crustacés (Figure
[.2). D'autres sources de chitine, et donc de chitosane, ont été identifiées dans divers régnes
biologiques, notamment dans les parois cellulaires des champignons et de certaines algues
chlorophycées, dans I'endosquelette des céphalopodes, ainsi que dans la paroi de certaines levures
et bactéries Actuellement, le meilleur rendement d'extraction de la chitine provient des crustacés,
qui constituent la principale source industrielle [27].
[.2.1.4 Structure du chitosane

La plus grande prévalence de la chitine par rapport au chitosane dans la nature a conduit a
beaucoup moins de recherches sur la structure du chitosane. Cependant, 1'utilisation croissante du
chitosane en tant que polymere de spécialité a suscité un intérét accru pour son étude [28]. Quatre
conformations principales du chitosane ont ét¢ identifiées, parmi lesquelles le polymorphe le plus
courant est celui d'un cristal hydraté [27]. Dans ce polymorphe, le chitosane adopte une
conformation antiparallele ou les chaines forment des liaisons hydrogene intermoléculaires entre les
groupes hydroxyle en C6 et les groupes carbonyle des chaines adjacentes, créant ainsi des feuilles.
Comme dans la chitine, il existe également des liaisons intramoléculaires entre Cz et Cs. Cette
structure est stabilisée par la présence de molécules d'eau entre les feuilles empilées, formant des
liaisons hydrogene avec les chaines de chitosane. En réalité, la chitine et le chitosane existent sous

forme d'hétéropolymeres composés d'unités monomeres acétylées et désacétylées. Le schéma de

12
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désacétylation n'est généralement pas uniforme [28]. Le degré de désacétylation (DD) d'un matériau

de chitosane est crucial car il gouverne sa structure et ses propriétés physico-chimiques.

[.2.2 Nanoparticules métalliques et chitosane

Les nanoparticules métalliques sont généralement définies comme des particules d'atomes
métalliques ayant des tailles comprises entre 1 nm et quelques centaines de nanometres [29]. Ces
particules présentent des propriétés optiques, chimiques et électroniques qui différent des atomes
individuels ou des matériaux en vrac. Leurs propriétés uniques sont trés appréciées pour diverses
applications telles que la catalyse, la photonique ou la biomédecine [30]. Les nanoparticules
métalliques peuvent étre préparées a l'aide de diverses méthodes physiques ou chimiques. Les ions
métalliques peuvent étre réduits en utilisant des agents chimiques tels que le NaBH4, la vitamine C
et d'autres [31], extraits de plantes (en raison de leurs composés phénoliques) [32] , utilisant de
polymeéres tels que le sulfate de chondroitine ou I'héparine [33], ou en utilisant des micro-
organismes contenant des enzymes spécifiques comme la nitrate réductase [34]. D'autres auteurs
ont propos¢ l'utilisation de la réduction sonochimique [35], radiation [36], electrochemicalreduction
[37],0u évaporation de la chaleur [38], une fois que les nanoparticules métalliques formées

s'agregent, 1'ajout de stabilisants est nécessaire [39]. (Figure 1.3)

W — > A
s ] 0? ~~ s Q‘@
»  Reducing %° Y ,@
agent Metal nuclei Metal Metal NPs
I, ek cluster

Figure 1.3 Schéma de stabilisation de la production de nanoparticules métaliques a l'aide de
chitosane

13
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La syntheése de nanoparticules métalliques en utilisant le chitosane comme agent réducteur
et/ou stabilisant est bien documentée. Certains auteurs suggerent également que le chitosane joue
un role dans la régulation de la nucléation des nanoparticules, influencant ainsi la taille des
nanoparticules dans une certaine mesure, ¢étant donné que la concentration en métal affecte

¢galement cette taille [40].

Les capacités réductrices et stabilisantes du chitosane semblent étre associées a la présence
de groupes CH>OH, CHO et NH; dans sa chaine polymérique. Les variations du poids moléculaire
ou du degré de désacétylation influencent non seulement le nombre de ces groupes réactifs, mais
aussi les interactions telles que les liaisons hydrogéne, les interactions électrostatiques et stériques

présentes dans le systeme [41]..

[.2.3 Matériaux nanométriques et nanoparticules
[.2.3.1. Définition

La nanotechnologie peut étre définie comme la conception, la synthése et 'application de
matériaux et dispositifs dont la taille et la forme ont été congues a 1'échelle nanométrique afin de
créer des matériaux nouveaux et uniques [42] pour diverses applications industrielles et

biomédicales [43].

Les nanoparticules, organiques ou inorganiques [44], peuvent étre produites par la
destruction d’un matériau macroscopique ou par l’assemblage d’un groupe d’atomes ou de
molécules. Elles peuvent prendre différentes formes, telles que des nanosphéres, des nanotubes, des

nanofils, des cellules et des monocristaux [43].

14
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Les nanoparticules peuvent étre amorphes ou cristallines. Dans une certaine mesure, la
matieére nanoparticulaire devrait étre considérée comme un état distinct de la matiere, en plus des
¢tats solide, liquide, gazeux et plasma. Les nanoparticules posseédent des propriétés spéciales et
distinctes par rapport a d'autres particules, notamment un rapport surface/volume plus élevé et une

température de fusion supérieure, ce qui offre une force motrice considérable pour la diffusion [45].
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Figure 1.4 Echelle de longueur logarithmique montrant la taille des
nanomatériaux par rapport aux composants biologiques et définition
des tailles « nano » et « micro » [46]

1.2.3.2 L’oxyde de zinc
1.2.3.2.1 Définition

L'oxyde de zinc (ZnO) a suscité une vive attention au sein de la société scientifique en tant
que "matériau d'avenir". A partir de 1935 [47], l'intérét pour l'oxyde de zinc (ZnO) n'a cessé de
croitre suite a la mise en évidence de ses propriétés remarquables en termes d'émissivité dans

l'ultraviolet et le bleu, combinées a une stabilité chimique supérieure a celle du GaN [48], une large
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bande interdite (~ 3.4 eV), une forte énergie de liaison excitonique (~ 60 meV) a température
ambiante, ainsi que sa capacit¢ a étre ¢laboré sur des substrats monocristallins [49]. D'autres
avantages de l'oxyde de zinc peuvent étre mentionnés, tels que le faible seuil de puissance requis
pour le pompage optique et sa biocompatibilité. Il est devenu trés attrayant pour diverses
applications en microélectronique, ¢électronique de spin et dans le domaine médical. De nombreux
défis ont été relevés lors de la fabrication du ZnO, en particulier du type p, ce qui a permis le
développement de divers dispositifs [47].

Caractéristiques structurales et cristallographiques

L'oxyde de zinc, également appelé zincite dans sa forme naturelle, présente trois phases
cristallographiques distinctes : la phase Rocksalt, la phase Blende et la phase Wurtzite, telles

qu'illustrées dans /la figure 1.5 [50].

a) La phase Rock Salt. b) La phase Blende. c) La phase Wurtzite.

Figure 1.5 les différentes structures cristallines des nanaparticules de ZnO

La structure hexagonale de type Wurtzite est considérée comme étant la configuration
thermodynamiquement la plus stable a température ambiante. Lorsque le ZnO est déposé sur des
substrats présentant une symétrie cubique, on observe la formation de la structure Blende (cubique),
tandis que l'application d'une pression hydrostatique (~10-15 GPa) sur la structure conduit a
'obtention de la structure Rocksalt [51]. Les parameétres de maille a (représentant la longueur du

coté d'un losange formant la base) et ¢ (correspondant a la longueur du co6té parallele a 1'axe 0z)
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sont mesurés a 0,325 nm et 0,521 nm respectivement. Les atomes de zinc adoptent une coordination
tétrahédrale et la structure de l'oxyde de zinc peut étre décrite par deux réseaux hexagonaux
compacts, 1'un étant composé d'ions Zn>" et l'autre d'ions O*. Ces réseaux sont dérivés les uns des
autres par une translation paralléle a 1'axe ¢ de la maille, comme illustré dans la figure 1.6. Le
parametre u, qui est adimensionnel, définit la longueur du lien parall¢le a I'axe (0z). Ce paramétre

est corrélé aux parametres de maille selon la relation suivante [52].

1

1_a*
U=Q)(@ *+;

D'aprés cette relation, on remarque que si le rapport (c/a) augmente le parameétre u

augmente. La distance séparant les plans réticulaires d'indices (h, k, 1) est donnée par la relation :

L ¢ h* + hk + k? +l2
dﬁkl_3a2( ) c?

La condition de stabilité de cette structure est :

Ra
0.225 < =< 0414

C

Ou Ra et Rc désignent respectivement le rayon de l'anion et celui du cation. L'origine de

cette condition provient des considérations suivantes :

- Pour une structure hexagonale compacte (H.C), on a :

Avec:
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Figure 1.6 les plans cristallographiques du ZnO [50]

[.2.3.2.2. Synthése verte de nanoparticules d'oxyde de zinc

Au cours des deux derniéres décennies, un intérét croissant s'est manifesté pour la
production de nanoparticules de ZnO (ZnONPs) par des méthodes biologiques. Le fait que cette
technique novatrice évite l'utilisation de produits chimiques dangereux ou la consommation
excessive d'énergie grace a la synthése biologique la rend plus pratique, respectueuse de
'environnement et économiquement viable [53]. Les différents rapports dans la littérature suggerent
que la synthese verte des métaux et de leurs oxydes est plus respectueuse de I'environnement que

les approches conventionnelles actuellement utilisées [54].

Les ZnONPs sont produits en ajoutant un sel de zinc, tel que le nitrate de zinc ou l'acétate de

zinc, a l'extrait biologique. Dans de nombreux cas, la formation des ZnONPs est également
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augmentée par l'ajout de NaOH ou d'un nouvel agent stabilisant comme le curcuma, le
lignosulfonate de sodium, le polyol, etc. La solution mélangeant le sel métallique et I'extrait

biologique donne une pate qui est chauffée pour obtenir la poudre de ZnO [55].

L'utilisation de différents substrats biologiques aux compositions variées, ainsi que les
niveaux de sels de zinc, la durée de la réaction, le pH et la température, influencent grandement la
taille et la morphologie des particules. Velsankar et al [56] ont étudié 1'impact de nombreux facteurs
de synthése, notamment la température, 1'échantillon biologique, la teneur en zinc et le temps de
réaction, sur la gamme de tailles et le rendement des ZnONPs créées. Les conditions rapportées
pour un rendement maximal étaient : 65 g L.™! de précurseur de zinc, une température de 200 °C et
un temps de réaction de 2 heures. Parmi toutes les caractéristiques étudiées, la concentration en

nitrate de zinc était celle qui influencait le plus la taille des particules.

Singh et al.,2018 [57], ont rapporté les effets de la quantité d'extrait de plante et de
précurseur de zinc, du temps de réaction et de la température d'incubation sur la synthese des
ZnONPs en utilisant les feuilles d’Eclipta alba. Les auteurs ont découvert qu'une augmentation de
la quantité d'acétate de zinc (1,0-5,0 mM) améliorait 1'uniformité de la taille des particules. De plus,
une forte corrélation entre la concentration de l'extrait d’Eclipta alba et l'intensit¢ du pic
d'absorbance UV a conduit a une meilleure création de ZnONPs, ce qui pourrait étre dii & une
disponibilité accrue d'antioxydants pendant la syntheése en raison de l'augmentation de la teneur en
extrait de plante. Ces phytochimiques sont considérés comme cruciaux dans la création de métaux

et d'oxydes métalliques générés par synthese verte [58].

Singh et al.2018 [57].ont également étudié 1'influence de la température, allant de 20 a 100

°C, sur la génération et la taille des ZnONPs. Selon leurs résultats, des températures plus élevées
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amélioraient la production de ZnONPs, mais un temps de réaction court réduisait le taux de

croissance des particules, produisant des particules de petite taille.

Plusieurs études scientifiques montrent que les substrats biologiques sont des ressources
exclusives pour la biosynthése des NPs [59]. Cependant, la complexité des substrats biologiques
rend difficile 1'évaluation et la caractérisation des processus chimiques se produisant pendant la

synthése verte.

L'efficacité de la synthése verte des NPs métalliques n'a été établie qu'en laboratoire [60].
Par conséquent, déterminer le mécanisme de la synthése verte est essentiel pour le développement

de processus a grande échelle.

.3 Applications biologiques
[.3.1 Activité anti-inflammatoire
[.3.1.1 Définition d’inflammation

L'inflammation, une réaction immunitaire omniprésente, peut étre bénéfique ou
dommageable selon son contrdle. Elle peut causer des dommages tissulaires graves et augmenter la
morbidité, voire la mortalité, dans des conditions telles que la goutte ou le diabete de type 2. Elle
est associée a la réponse immunitaire innée et adaptative, qui travaillent ensemble pour détecter et
réagir aux intrus pathogénes. L'inflammation se déroule en quatre étapes, mais en l'absence de

résolution, elle peut devenir chronique [61].

[.3.1.2 Activité anti-inflammatoire du chitosane
L'inflammation est une réponse physiologique automatique du corps en réaction a des dommages
tissulaires. Son objectif principal est d'acheminer les leucocytes circulants et les protéines plasmatiques vers

le site de l'infection ou des Iésions tissulaires pour éliminer l'agent causal, si possible, et commencer le
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processus de guérison. Bien que vitale, I'inflammation peut causer des dommages lorsqu'elle est tres intense,
incapable d'¢éliminer l'agent causal, ou dirigée contre I'hdte. Ce processus est étroitement lié¢ a la production
de radicaux libres, et il a été observé que l'activité est plus marquée lorsque le poids moléculaire du
chitosane est réduit, les chitooligosaccharides montrant une activité plus élevée. Apres la dépolymérisation
du chitosane (300 kDa) avec de la cellulose, les polyméres dégradés de poids moléculaire moyen, faible et
les chitooligosaccharides (156, 72, 7 et 3,3 kDa) ont été testés pour la sécrétion de NO, la production de
cytokines et les voies de signalisation des kinases activées par les mitogénes dans un modele de
macrophages murins RAW 264.7 induits par le LPS. Les échantillons de chitosane (parent, moyen et faible)
ont significativement réduit la production de NO, contrairement aux chitooligosaccharides qui ont montré
l'effet opposé. Les mécanismes d'inhibition de l'activation de NF-kB et de l'expression de 1'iINOS par le
chitosane de poids moléculaire moyen et faible différaient : pour le chitosane moyen (156 kDa), le processus
passait par la liaison au CR3, tandis que pour le chitosane de faible poids moléculaire, il impliquait la liaison

aux récepteurs CR3 et TLR4. [62].

1.3.1.3 Activité anti-inflammatoire de I'oxyde de zinc

Les nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnONPs) sont prometteuses en tant qu'agents anti-
inflammatoires, en raison de leurs propriétés uniques dues a leur taille nanométrique, qui leur
confere une grande surface spécifique et une réactivité accrue par rapport aux formes plus larges de
Zn0O. Ces nanoparticules améliorent la réponse anti-inflammatoire par plusieurs voies complexes,
ce qui les rend utiles dans le traitement de diverses maladies inflammatoires chroniques. Une des
principales voies par lesquelles agissent les ZnONPs est 1'inhibition de la production de 'oxyde
nitrique (NO) via la réduction de I’expression de I’enzyme iNOS (inducibleNitric Oxide Synthase).
L’oxyde nitrique joue un role clé dans les processus inflammatoires en tant que molécule

signalétique impliquée dans le recrutement des cellules immunitaires et les réactions
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inflammatoires. Les ZnONPs réduisent les niveaux de NO, limitant ainsi ses effets néfastes qui

aggravent l'inflammation et entrainent des dommages tissulaires [63].

De plus, les études montrent que les ZnONPs sont capables d'inhiber l'enzyme
myéloperoxydase (MPO), qui contient du fer et est libérée par les neutrophiles pour servir de
marqueur inflammatoire. La MPO favorise la formation d’espéces réactives de I’oxygene (ROS)
qui aggravent l'inflammation. Par l'inhibition de la MPO, les ZnONPs réduisent la production de
ces especes réactives et atténuent les dommages oxydatifs, protégeant ainsi les cellules et les tissus

adjacents [64].

[.3.2 Activité antioxydante
[.3.2.1 Stress oxydant

L'oxygéne, essentiel a notre survie, notre vie, notre développement et notre capacité
d'adaptation, est également responsable de toxicité, d'acidité, d'altération et de dégénérescence. En
réalité, une perturbation du métabolisme de I'oxygene peut conduire a ce que 1'on désigne « le stress

oxydant » [65].

I a la capacité de générer des espéces partiellement réduites extrémement toxiques, connues
sous le nom de radicaux libres, ainsi que des espéces réactives de 1'oxygeéne (ERO) et de 1'azote
(ERN). Qu'elles soient radicalaires ou non radicalaires, ces espéces sont continuellement produites
par divers types cellulaires au sein des organismes aérobies [66].

Le stress oxydatif se caractérise par 1'altération de la capacité de 1'organisme a contrer l'attaque des
Espéeces Réactives de I'Oxygene (ERO), suite a une inégalité entre la production de ces composés et

la capacité antioxydante de l'organisme [65].
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[.3.2.2 Radicaux libres
Un radical libre est une entité chimique constituée d'un atome ou d'une molécule possédant

un ou plusieurs électrons non appariés [67], pouvant étre soit chargée, soit neutre [68].

Les radicaux libres peuvent étre produits a partir de diverses sources, cependant, dans les
milieux biologiques, ceux impliquant l'oxygene et 1'azote sont prépondérants [68]. Ces radicaux
peuvent €tre générés soit par une scission homolytique d'une liaison covalente, ou chaque atome
conserve son électron, soit par une scission hétérolytique, ou un atome recgoit deux électrons lors de
la rupture des liaisons covalentes. De plus, lors dune réaction d'oxydoréduction impliquant la perte

ou le gain d'un électron a partir d'un composé¢ non radical [69].
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Ce déséquilibre est temporaire et peut étre compensé soit par l'acceptation d'un électron
supplémentaire, soit par le transfert de cet électron libre vers une autre molécule. Les radicaux

libres dérivés de 1'oxygene, ou plus communément appelés especes réactives de 'oxygeéne (ERO),

Mitochondrie
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Figure 1.7: Sources cellulaires des especes réactives de [’oxygene (ROS).

ainsi que les especes réactives de 1'azote (ERN), sont des sous-produits du métabolisme cellulaire

régulier [70].

[.3.2.3 Activité antioxydante du chitosane

Antioxidants suscitent un intérét croissant en raison du lien entre le stress oxydatif et
plusieurs maladies telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la maladie de
Huntington, la sclérose latérale amyotrophique et le cancer. De plus, il est associ¢ a des
complications dans d'autres maladies comme le diabéte [71]. Le chitosane contient un groupe
amino et plusieurs groupes hydroxyle, qui peuvent réagir avec les radicaux libres en montrant une

capacité de capture. Certains dérivés de chitosane tels que les sulfates de chitosane ou le chitosane
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N-2 carboxyéthylé¢ montrent une activité antioxydante améliorée [72]. Les chitooligosaccharides
ont ¢galement été modifiés chimiquement pour améliorer leur activité antioxydante, par exemple
par modification des polymeres avec de l'acide gallique [73],0u des composés phénoliques [74].
Diverses méthodes ont ét¢ employées pour évaluer les propriétés antioxydantes du chitosane et de
ses dérivés, telles que les essais DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle-hydrate), ABTS (2,2-
azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) et FRAP (pouvoir antioxydant ferrique), ainsi que
les tests de piégeage des radicaux peroxydes et hydroxyles, ou encore l'utilisation de modeles de
macrophages. Les essais DPPH et ABTS reposent sur le transfert d'électrons et d'atomes
d'hydrogéne, tandis que le test FRAP repose sur une réaction de transfert d'électrons. L'essai ORAC
(capacité d'absorption des radicaux oxygénés) est également couramment utilisé pour évaluer les
activités antioxydantes. Les différences entre les polymeres testés et les méthodes employées pour
mesurer l'activité entrainent des variations importantes des concentrations de polymeres, allant de
50 pg/mL a 400 mg/mL [72]. Les échantillons de faible poids moléculaire présentent une activité
antioxydante plus prononcée que ceux de poids moléculaire élevé. Cela s'explique par le fait que les
chaines plus courtes forment moins de liaisons hydrogene intramoléculaires, ce qui rend les groupes
réactifs plus accessibles et, par conséquent, augmente leur capacité a piéger les radicaux. L'activité

antioxydante tend a diminuer a mesure que le degré d'acétylation augmente [75].

1.3.2.4 Activité inatioxydante de I'oxyde de zinc

Le zinc est un minéral essentiel qui aide a la protection antioxydante, a la croissance et au
bon fonctionnement du systéme immunitaire [76]. Les ZnONPs ont démontré de puissants effets
antioxydants a la fois a l'intérieur des cellules et dans des environnements sans cellules. Das et al.
[77], ont utilisé¢ 1'élimination des radicaux libres DPPH pour évaluer la capacité de piégeage

antioxydant dépendant du temps et de la concentration des ZnONPs (40-50 nm et de forme
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sphérique). Cette étude a révélé une activité antioxydante substantielle des ZnONPs en raison du
transfert de densité d'électrons de I'oxygene a 1'azote pour stabiliser les €lectrons célibataires dans la

molécule de DPPH.

Ebrahimiasl et al., 2015 [78], ont étudié¢ un bio-nanocomposite a base de polypyrrole/oxyde
de zinc/chitosane d'une taille comprise entre 100 et 1000 nm et de forme sphérique. Ce matériau a
montré une activité de piégeage DPPH élevée avec I'augmentation de la concentration du composite

de ZnO [79].

Rehana et al.,, 2017 [80], ont examiné les propriétés antioxydantes des ZnONPs
biosynthétisés (27-54 nm, sphériques) a l'aide d'extraits de Azadirachta indica, Moringa oleifera,
Hibiscus rosa-sinensis, Ceropegiacandelabrum, et Tamarindusindica. Ces ZnONPs biosynthétisés
ont démontré diverses activités de piégeage antioxydant (contre le DPPH, les radicaux hydroxyles,

I'ABTS", les superoxydes et le peroxyde d'hydrogéne).

En outre, Hafez et al., 2020 [81], ont évalué l'activité antioxydante in vivo des ZnONPs chez
les poulets de chair. Ils ont préparé des ZnONPs sphériques de 39,2 nm utilisés comme supplément
alimentaire a des concentrations de 40 et 80 ppm. Ces particules ont considérablement amélioré
l'activité des enzymes antioxydantes, telles que la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase, tout

en réduisant le niveau de malondialdéhyde (MDA).

L'extrait de feuilles d'Azadirachta indica a été utilisé¢ par Sohail et al., 2020 [82], pour
biosynthétiser des ZnONPs de forme non sphérique et d'une taille d'environ 20 nm. Les ZnONPs
produits ont démontré une activité efficace de piégeage des radicaux DPPH et de réduction ferrique

(FRAP).
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Bien que certaines ¢tudes aient révélé que les ZnONPs présentent une activité antioxydante
intracellulaire en activant des enzymes antioxydantes, leur capacité directe a neutraliser les especes

réactives de 1'oxygene (ROS) en conditions intracellulaires reste a étre validée [83].

[.3.3. Activité antibactérienne
1.3.3.1. Définition des bactéries
Les bactéries sont des organismes microscopiques simples et procaryotes, constitués d'une
seule cellule. Elles sont considérées comme I'un des plus petits organismes vivants, avec un
diameétre variant de 0,3 a 2 microns. Les bactéries se reproduisent rapidement et efficacement par
simple division cellulaire. Elles se trouvent dans une grande variété d'environnements, qu'ils
soient terrestres, aquatiques ou aériens, et jouent des roles essentiels dans divers processus, y
compris les cycles biogéochimiques, 1’agriculture, la médecine et 1’industrie [84].
1.3.3.2. Types de bactéries étudiées
» Pseudomonas aeruginosa
Cette bactérie appartient a la famille des Pseudomonadaceae. Elle a été observée pour la
premiere fois par le médecin francais Charles Sedillot en 1850, qui remarqua des sécrétions vert
bleuatre sur des plaies infectées. P. aeruginosa est une bactérie en forme de batonnet mesurant de 5
a 15 micrometres de longueur et 0,5 a 1,5 micrometre de diametre. Elle est classée comme une
bactérie Gram négatif, présente dans divers environnements tels que le sol, ’eau, les plantes, les
animaux et méme le corps humain. P. aeruginosa est capable de survivre dans une large plage de
températures, allant de 5 a 42 °C, alors que d'autres espéces du genre Pseudomonas ne peuvent pas

survivre au-dela de 25 °C [85].
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» Staphylococcus aureus
Appartenant a la famille des Staphylococcaceae, cette bactérie a été découverte pour la
premicre fois par le chirurgien britannique Alexander Ogston en 1880. Le terme "Staphylococcus"
dérive du grec et signifie "grappes de raisin". S. aureus est une bactérie a Gram positif de forme
sphérique, mesurant entre 0,5 et 1,5 micromeétre de diametre. Elle se reproduit en formant des
colonies groupées. Cette espece est particulierement connue pour sa résistance a des niveaux €leves

de salinité et peut croitre dans une gamme de températures atteignant 44 °C [86].

» Salmonella typhimurium
Cette bactérie, en forme de bacille, est un anaérobie facultatif a Gram négatif, mesurant
entre 1 et 7 micrométres de longueur. Elle est responsable d'infections sévéres qui se manifestent
par une inflammation du colon et des intestins. Suite a une infection, S. typhimurium peut se
propager dans le sang, provoquant une inflammation systémique qui peut €évoluer vers une

septicémie, pouvant étre fatale [87].

» Bacillus subtilis
Bacillus subtilis est une bactérie Gram positive en forme de batonnet, capable de former des
spores résistantes a la chaleur. Elle est principalement trouvée dans le sol et est considérée comme
non pathogene. Cette espéce a été observée pour la premicre fois par Ferdinand Cohn en 1872. Sa
longueur varie de 2 a 4 micrometres et sa largeur de 0,5 a 2 micrometres. Elle posseéde une
membrane cytoplasmique et une paroi cellulaire épaisse, mais ne présente pas de membrane

externe, ce qui la distingue des especes a Gram négatif [88].
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Figure 1.8: Représentation schématique comparative des bactéries Gram-positives et Gram-
negatives

[.3.3.3. Activité antibactérienne du chitosane

La résistance bactérienne aux antibiotiques est une préoccupation majeure de santé
publique, ce qui rend urgent la recherche d'alternatives aux antibiotiques. Le chitosane, ses dérivés
et les chitooligosaccharides présentent une activité antimicrobienne contre différents micro-
organismes, y compris les bactéries, les champignons filamenteux et les levures [89]. Voici
quelques exemples de micro-organismes sensibles au chitosane, comme indiqué dans le Tableau 3.
Le chitosane présente une activité inhibitrice de la croissance, car les bactéries peuvent se
développer une fois que le polymere est retiré du milieu. Cela est important car des populations

résistantes pourraient potentiellement émerger si les cellules s'adaptent au chitosane [90].

En raison de la faible solubilit¢ du chitosane au-dessus d'un pH de 6,5, 1'utilisation des
chitooligosaccharides est envisagée comme biocides polycaténoiques, car ils sont solubles dans
l'eau. Les dérivés solubles du chitosane tels que le chitosane sulfaté, le chitosane N-triméthyle, le

chitosane N-diéthylméthylé ou le chitosane 2,6-diamino évitent ¢galement ['utilisation
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d'environnements acides et exercent une activité antimicrobienne [91]. Cette activité
antimicrobienne trouve des applications dans divers domaines tels que l'industrie alimentaire,
textile ou cosmétique, entre autres. Ainsi, en raison de la capacité du chitosane a former des bases
de Schiff, de nouveaux dérivés de chitosane basés sur des motifs hétérocycliques ont été
développés, comprenant des cycles de pyrazole ainsi que des motifs furanyle, pyridyle ou
thiophényle. Bien que ces dérivés ne montrent pas une meilleure solubilité dans les milieux aqueux,
leur efficacité contre les micro-organismes Gram-positifs a été améliorée par rapport au chitosane
parent, [92]. Comprendre comment ces polyméres (chitosane, chitooligosaccharides et dérivés)
exercent leur activité antimicrobienne reste un sujet de recherche et de discussion continues.
Plusieurs facteurs contribuent a la complexité de cette question, notamment la variabilité dans la
caractérisation des polymeres, les préoccupations concernant la pureté, les différences dans les
souches de micro-organismes utilisées dans les études et les incohérences méthodologiques entre

les recherches.

Certaines études suggerent que l'activité antimicrobienne implique des mécanismes tels que
la réduction de la perméabilité de la membrane cellulaire. Cela se produit lorsque le polymere
recouvre la surface des cellules microbiennes, bloquant ainsi leur accés aux nutriments essentiels.
Ce processus serait facilité par les interactions entre les groupes amines (-NH2) présents dans les
chaines de chitosane et les groupes carboxyles (-COO-) sur les membranes externes des micro-
organismes. Il est important de noter que I'efficacité de cette action antimicrobienne est influencée

par le degré d'acétylation du polymeére [93].

[.3.3.4. Utilisations antibactériennes des nanoparticules de ZnO d'origine végétale
Un large éventail de maladies causées par des infections bactériennes, ainsi que I'émergence

de résistances aux antibiotiques, ont nécessité le développement de nouveaux vecteurs pour une
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délivrance efficace de médicaments. La nanotechnologie est apparue comme une stratégie
révolutionnaire pour lutter contre les maladies bactériennes. Plusieurs types de nanoparticules
métalliques agissent comme agents antibactériens [tels que le ZnO, 1'oxyde de titane (T102), 'oxyde
de cuivre (CuO) et l'oxyde de fer (FeO)] pour une action efficace sur les bactéries pathogenes [94].
Les propriétés antibactériennes des NPs sont liées a des caractéristiques inhérentes telles que leur
forte réactivité et un rapport important entre la surface et le volume, ce qui leur permet d'interagir
avec un plus grand nombre de ligands a la surface [95]. Lorsqu'elles sont associées a des
méthodologies de synthése verte, les NPs de ZnO ont l'impact le plus impressionnant parmi toutes
les NPs. Les NPs de ZnO sont fabriquées a partir de divers matériaux naturels, y compris des
bactéries et des plantes, et ont un impact antibactérien puissant. La production médiée par les
plantes ou la production de NPs a partir de phytochemicals est fortement présente dans les rapports
publiés, en raison de la grande variété de maticres premicres disponibles et du potentiel de création
de nanostructures synergiques combinant les capacités antibactériennes des extraits de plantes et
des NPs [96]. Suresh et al.,2015 [97], ont proposé une approche intéressante pour la synthese de
NPs de ZnO a partir de l'extrait de Cassia fistula, une source de composants réducteurs tels que les
flavonoides (12,5 %) et les polyphénols (11 %). Ces métabolites agissent comme agents de
stabilisation permettant la formation de petites NPs de ZnO de taille comprise entre 5 et 15 nm, de
forme hexagonale wurtzite. L'activité de piégeage des radicaux DPPH des NPs de ZnO a été testée
et une activité antibactérienne exceptionnelle a également été évaluée contre E. coli, S. aureus et
Plasmodium desmolyticum. De la méme maniére, la synthese biologique de NPs de ZnO de 60 a 70
nm a partir d’acétate de zinc a été démontrée en utilisant l'extrait de fleurs de Trifolium pratense
comme source de nouveaux agents réducteurs et de stabilisation [98]. L'efficacité antimicrobienne

de ce nanomatériau a ét€é montrée contre S. aureus et P. aeruginosa (souches cliniques et
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standards), en plus de la souche standard d'E. coli. Cette étude a également révélé une activité
antibactérienne plus forte des NPs de ZnO par rapport a la gentamicine contre Pseudomonas
aeruginosa. L'extrait de feuilles de Boerhavia diffusa dans I'eau a été utilisé pour créer des NPs de
ZnO de 140 nm avec une stabilité efficace. Selon les capacités antibactériennes et anti-biofilm
examinées, l'impact antibactérien a ¢ét¢é montré comme substantiel contre les souches de
Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline (MRSA) [99]. Dans une étude séparée, 1'extrait
de fruits d'Artocarpus gomezianus a été utilisé pour produire des NPs de ZnO sphériques et a
¢galement impliqué une approche de combustion verte acceptable sur le plan environnemental

[100].

1.4 Traitement des eaux par la méthode d’adsorption
[.4.1 Pollution de l'eau par les métaux lourds et les colorants

La croissance rapide des activités industrielles et agricoles a entrainé un rejet considérable
de polluants dans l'environnement, en particulier des colorants et des métaux lourds, ce qui suscite
une grande inquiétude dans le monde entier [101]. L'eau souterraine est la principale source d'eau
potable. Cette eau souterraine est polluée par les eaux usées contenant un grand nombre de

contaminants tels que des acides, des bases, des organiques toxiques, des inorganiques, des métaux

lourds [102].

Contamination de l'eau par les colorants Les colorants sont essentiellement des composés
chimiques colorés, solubles dans 1'eau, qui peuvent se fixer sur des surfaces ou des tissus pour leur
impartir de la couleur [103]. Ces colorants ont des impacts mutagenes et cancérigénes [104], ce qui
affecte I'environnement en raison de la présence de polluants toxiques résistants a la biodégradation

microbienne. La majorité des colorants sont des molécules organiques complexes et se composent
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de deux composants : les chromophores (la partie d'une molécule responsable de sa couleur, par
exemple : -N=0, -C=C-, -C=0) et les auxochromes (un groupe fonctionnel qui modifie 1'absorption
de la lumiere, par exemple : -OH, —NH>, —COOH) [105]. Les molécules de colorants persistent
dans les environnements aquatiques en raison de leur faible biodégradabilité, de leur stabilité a la

photolyse et aux agents oxydants [106].

» Bleu de méthyléne (BM)

Parmi ces types de colorants, le colorant bleu de méthyléne (BM) (ou chlorure de
méthylthioninium) est mis en évidence dans cette recherche en tant que modele représentatif de
polluants organiques de taille moyenne. Le MB est un colorant cationique (de base) et I'un des
colorants synthétiques les plus utilisés dans divers domaines. Il est utilis¢ comme colorant dans
l'industrie textile en raison de ses propriétés telles que la solubilité dans I'eau [107], sa simplicité
d'utilisation et sa résistance a la dégradation, car il a été¢ largement appliqué sur des substrats en
coton, offrant une large gamme de tons vifs et colorés [108]. Il sert d'indicateur redox de couleur
(sa forme oxydée est bleue, tandis que sa forme réduite est incolore), en tant qu'antiseptique dans
les aquariums, et comme moyen de lutter contre la méthémoglobinémie. Il est nocif en cas
d'ingestion et irritant pour les yeux, les voies respiratoires et la peau. Le Tableau 1.3 et la Figure 1.9

présentent certaines propriétés chimiques et la structure chimique du colorant BM [109].
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Tableau I. 3 propriétés chimiques du colorant bleu de méthylene

Famille Colorants basiques

Formule brute Ci6 Hi1g N3SCl

Appellation chimique 3,7-bis-(dimethylamino)phenazathionium
Masse molaire (g/mol) 320

Amas (nm) 663

H3CMN S ]{],CH:-]

CHs CI- CHs

Figure I. 9: Structure chimique du bleu de méthylene

» Le bleu de toluidine
Le bleu de toulidine est un colorant de la famille des bases de diazoique, souvent utilisé
dans divers domaines, notamment en chimie analytique et dans les tests de coloration en
laboratoire. Ce composé est principalement connu pour sa capacité a interagir avec des substances
spécifiques, produisant une coloration bleue caractéristique. Il est utilis¢é dans les analyses de
protéines et dans certains tests biologiques, en particulier pour déterminer la présence d’enzymes ou

d’autres biomolécules dans des échantillons. Le bleue de toulidine est également utilisé dans
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certaines méthodes de détection et dans des recherches liées a la biochimie, la microbiologie, et les
¢tudes de toxicité.

Le principe de son utilisation repose souvent sur sa réactivité avec des groupes fonctionnels
spécifiques dans les échantillons a analyser, ce qui permet la visualisation ou la quantification de
certaines substances. Toutefois, 1'usage de la toluidine bleue doit étre réalisé avec précaution, car
elle peut étre toxique dans certaines conditions. Le Tableau 1.4 et la Figure I.10 présentent certaines

propriétés chimiques et la structure chimique du colorant [110].

Tableau 1.4 propriétés chimiques du colorant blue de toluidine

Famille Colorants basiques

Formule brute CisHie N3SCl

Appellation chimique chlorhydrate de triméthylthionine
Masse molaire (g/mol) 270

Amax (nm) 635

Figure 1.10 : Structure chimique du bleu de toluidine
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[.4.2 Principes fondamentaux et mécanisme de la photocatalyse
1.4.2.1. Chitosane avec photocatalyseurs semi-conducteurs a base de métal

Chitosan a été largement étudi¢ en combinaison avec des photocatalyseurs a base de métaux
semi-conducteurs en raison de sa capacité a surmonter certaines limites inhérentes de ces
matériaux. Parmi ces photocatalyseurs, le dioxyde de titane (TiO;) est I'un des plus utilisés en
raison de son faible colt, de sa disponibilité¢ et de sa non-toxicité. Malgré ces avantages, TiO,
posséde un large gap de bande (3,2 eV), ce qui limite son absorption de lumiére dans la gamme
UV, et souffre d'une recombinaison élevée des charges et d'une faible adsorption des polluants a sa
surface, affectant ainsi son efficacité photocatalytique [111]. D'autres semi-conducteurs a base de
métaux, y compris les oxydes métalliques, les sulfures, les oxy(nitrures) et oxy(sulfures), présentent
¢galement des limitations telles qu'une faible efficacité, une recombinaison élevée des charges et

une adsorption inadéquate des polluants a leur surface [112].

Le chitosane permet de résoudre ces problémes en agissant comme un matériau de support
pour ces photocatalyseurs a base de métaux, améliorant leur capacité d'adsorption et leur stabilité.
Bien que le chitosane soit lui-méme inactif photocatalytiquement, ses groupes amines (-NHy)
améliorent 1'adsorption et la dégradation des polluants. Par exemple, le chitosane combiné avec du
CuO démontre une activité photocatalytique améliorée, en particulier pour I'inactivation
bactérienne. La haute activité est attribuée a l'interaction forte entre le chitosane et la surface des
cellules microbiennes, ou le nanocomposite perturbe la perméabilité de la membrane cellulaire et
génere des especes oxydantes qui conduisent a l'inactivation cellulaire. De méme, les composites
chitosane/CdS ont montré une dégradation efficace des colorants sous lumiére visible, avec un taux
de dégradation de 93,6% pour le colorant rouge de Congo en 180 minutes et une bonne

réutilisabilité sur cinq cycles [113].
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Le chitosane joue ¢également un rdle crucial dans l'amélioration de l'efficacité des
photocatalyseurs magnétiques a base d'ions métalliques, comme le fer, en formant des chélates
grace a ses groupes amines (-NH;) et hydroxyles (-OH). Cette interaction facilite la dégradation des
polluants et la formation de paires ¢électron-trou, générant des espéces hautement oxydantes qui
améliorent l'activité photocatalytique. Par exemple, les composites Fe-chitosane ont démontré une
efficacité de dégradation de 94,5% pour le bleu de bromophénol sous lumiere UV en 10 heures, la
structure du chitosane contribuant de maniere significative a la réutilisabilité et a I'efficacité du

photocatalyseur [114].

En résumé, les composites chitosane-semiconducteurs métalliques ont montré des
améliorations significatives de la performance photocatalytique grace a des propriétés d'adsorption
améliorées, une séparation efficace des charges et une réutilisabilité. Les facteurs clés influengant
leur efficacité incluent la taille des particules, la force de liaison interfaciale (par exemple, les
forces de van der Waals, les liaisons hydrogene) et la dispersion uniforme des semi-conducteurs
métalliques a la surface du chitosane. Ces composites sont prometteurs pour de futures applications

et optimisations en photocatalyse environnementale et antibactérienne [115].

1.4.2.2. Principes fondamentaux et mécanisme de la photocatalyse de l'oxyde de zinc

Zinc oxide (ZnO) est un semi-conducteur connu pour son large gap de bande direct (3,37
eV), sa haute énergie de liaison des excitons (60 meV), et ses fortes capacités d'absorption
ultraviolette (UV) et violette a température ambiante. Cet oxyde semi-conducteur présente
d'excellentes propriétés électriques, mécaniques et optiques, similaires a celles du dioxyde de titane
(TiO,), tout en offrant des activités antibactériennes, antifouling, et une photocatalyse significative.

Un avantage notable de ZnO est son colit de production inférieur, jusqu'a 75 % de moins que celui
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des nanoparticules de TiO, et Al,O3, comme rapporté par Liang et al., ce qui en fait une option

viable pour diverses applications en photocatalyse hétérogéne [116].
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I1.1 Introduction

Ce chapitre a pour objectif de choisir I'extrait optimal de la plante Solanum nigrum L. en
fonction de la quantité de métabolites secondaires et de l'activité biologique, afin de synthétiser
des ZnONPs. L'extrait optimal a été sélectionné en fonction de plusieurs critéres et utilisé comme
agent réducteur. Ensuite, le chitosane a été extrait des coquilles de crevettes, et la synthese
biologique des nanoparticules de ZnO a été réalisée en utilisant I'extrait optimal comme agent
réducteur. Les nanoparticules de ZnO obtenues ont été ensuite combinées avec le chitosane
extrait pour obtenir chitosane-ZnONPs. Afin d'améliorer les propriétés de dispersion et de
stabilité des chitosane-ZnONPs, elles ont été intégrées dans le polymére PVP pour obtenir des
nanoparticules de chitosane-ZnONPs/PVP. Ces composés ont été caractérisés et leurs propriétés
¢tudiées et analysées a l'aide de techniques telles que la spectroscopie UV-visible, la
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), la diffraction des rayons X (XRD), la
microscopie €lectronique a balayage (SEM) et 1'analyse thermogravimétrique (TGA). Ensuite,
l'activité biologique de ces composés a ¢été étudiée a travers des tests d'activité antioxydante,
d'inhibition de 1'hémolyse oxydative, de détermination du facteur de protection solaire (FPS),
d'activité¢ anti-inflammatoire, de test antibactérien, d'activités antifongiques, de dégradation

photocatalytique et d'études de toxicité in silico.

I1.2 Matériels et méthodes

Ce travail a été réalisé au Laboratoire de Génie des Procédés, Faculté des Sciences
Appliquées, Université de Kasdi Merbah, Ouargla, Algérie et aux Laboratoires Pédagogiques du
Département de Chimie, Faculté des Sciences Exactes, Universit¢ Chahid Hamma Lakhdar El
Oued, Algérie et Laboratoire de Chimie Appliquée et Environnement, Faculté des Sciences

Exactes, Universit¢ de Hamma Lakhdar El Oued, Algérie
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[1.2.1 Produits chimiques et réactifs

Les produits chimiques et réactifs utilisés dans cette étude comprennent : le chlorure
d'aluminium (AICl3), le chlorure ferrique (FeCls), le carbonate de sodium (Na,COs3), l'acide
trichloracétique, I'hydroxyde de sodium (NaOH, 97 %), 1'acide chlorhydrique (HCI, 35 %) et
l'acide acétique (CH3COOH, 98 %), le chlorure de zinchexahydraté¢ (ZnCl,-6H,0, 99 %), le
méthanol (CH3OH, 99,8 %), le bleu de méthyléne (C;6H,1gCIN3S, 98 %), le bleu de toluidine
(C1sH16N3SCL, 98 %), et le peroxyde dhydrogene (H,O,) obtenu auprés de
BiochemChemopharma. Par ailleurs, de la gélose Hinton-Mueller (Industrie Bioscan) et du
diméthylsulfoxyde (DMSO, C,H¢OS, 98 %, Sigma) ont également été utilisés. Le réactif de
Folin-Ciocalteu a été inclus parmi les réactifs, et d'autres produits chimiques organiques ainsi

que des solvants ont été obtenus auprés de Sigma-Aldrich (USA).

I1.2.2 Souches bactériennes

Les échantillons ont été testés pour leur efficacité antibactérienne contre quatre souches
bactériennes obtenues du laboratoire de I’Institut Pasteur en Algérie, comprenant deux bactéries
a Gram positif (BS : Bacillus subtilis ATCC 6633 ; et SA : Staphylococcus aureus ATCC 6538)
et deux bactéries a Gram négatif (PA : Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) et Salmonilla

typhimurium

I1.2.3 Souches fongiques
Les échantillons ont été testés pour leur efficacité antifongique contre la souche fongique

Candida albicans (ATCC 14,053) et Saccharomyces cerevisiae (ATCC 14,053) obtenue du

laboratoire de I’Institut Pasteur en Algérie.
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[1.2.4 Antibiotiques
L'antibiotique Ciprofloxacine (CIP-5) a été utilisé car il est efficace contre une large
gamme de bactéries a Gram négatif, ainsi que certaines bactéries a Gram positif. Il est souvent

utilisé pour traiter des infections urinaires, respiratoires et gastro-intestinales.

I1.2.5 Déterminationde I'extrait optimal pour la synthése des ZnONPs basée sur les
métabolites secondaires et I'activité biologique

I1.2.5.1 Matiere végétale

Solanum nigrum L. a été récolté au cours de I'é¢té 2022 dans la région orientale de 1'Algérie,
spécifiquement dans trois sites géographiques distincts qui présentent des caractéristiques
écologiques variées, comme indiqué dans le tableau II.5. Ces sites ont été soigneusement
sélectionnés en fonction de la diversité des conditions climatiques et des types de sols afin de
mieux comprendre les variations possibles dans les propriétés de la plante. Apres la récolte des
fruits, un processus minutieux de séparation a été effectué¢ pour garantir que seuls les

échantillons les plus représentatifs soient conservés pour l'analyse.

Une fois les échantillons de S. nigrum L. collectés, ils ont été soumis a un processus
rigoureux de séchage afin d’éliminer I'humidité et de préserver leurs qualités phytochimiques. Le
séchage s’est fait & température ambiante, loin de toute source d’humidité et a I'abri de la lumiére
directe, ce qui a permis d'éviter la dégradation de leurs composés bioactifs sensibles a la chaleur
et a la lumiére. Cette étape a été cruciale pour maintenir l'intégrité chimique de la plante tout au

long du processus de préparation des échantillons.

Le séchage a été réalisé de maniére naturelle dans un environnement bien ventilé, ce qui a
contribué a éviter toute moisissure et a assurer une déshydratation uniforme des échantillons.

L'absence de lumiere directe et de sources de chaleur artificielle a permis de maintenir les
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propriétés phytochimiques du S. nigrum L., telles que les alcaloides et les flavonoides, tout en

évitant leur oxydation. Une fois que les échantillons ont atteint un état de sécheresse complet, ils

ont été broyés avec soin en fragments. Ce broyage a ¢été¢ effectué de maniére contrdlée pour

obtenir une poudre fine et uniforme, afin de garantir que chaque échantillon soit chimiquement

homogene pour les analyses suivantes.

Aprés le broyage, les échantillons ont été stockés dans des récipients hermétiques et

placés dans un endroit sec et sombre, a I’abri de la lumiére et de I'humidité. Ces conditions de

stockage rigoureuses ont permis de préserver la stabilité chimique et biologique des échantillons

de S. nigrum L., garantissant ainsi que leurs propriétés restent intactes jusqu'a ce qu'ils soient

utilisés dans les analyses ultérieures pour les études phytochimiques et biologiques.

Tableau 11.5 Sites de collecte de plantes

Organe de la Gps coordinates
Zone de collecte plante Abréviation
Fruits TF Latitude 35°
Thbessa Feuilles TL 24'3.89"N
Tige TS Longitude g7
227"E
Fruits BF Latitude 34°
Biskra Feuilles BL 51'13.19"N
Tige BS Longitude 5°
43'39.81"E
Fruits EF Latitude 33°
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El-Oued Feuilles EL 22'591"N
Tige ES Longitude 6°
52'2.53"E

Figure II.11 : Etude phytochimique et biologique de Solanum nigrum L. collecté de différentes
régions algériennes (Tébessa, Biskra et El-Oued).

I1.2.5.2 Extraction des composés bioactifs

Les échantillons de plantes ont été extraits en utilisant une version modifiée de la
méthode d’Aouadi et al.(a), 2024 [117], avec quelques ajustements pour maximiser l'efficacité de
l'extraction des composés bioactifs. Pour chaque échantillon, environ 0,5 g de poudre séche a été
dissous dans 50 mL de méthanol absolu (99,8 %) dans un flacon hermétique. Cette quantité¢ de

solvant a été choisie de maniére a garantir une extraction optimale tout en limitant le gaspillage
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de solvant. Le flacon contenant le mélange a été placé dans un agitateur orbital, ou il a été agité

pendant 24 heures a une vitesse constante de 180 tr/min a température ambiante.

Apres la période d'agitation, les échantillons ont été centrifugés a une vitesse de 10 000
tr/min pendant 10 minutes. Cette étape a permis de séparer les solides non dissous, tels que les
fibres végétales ou autres particules résiduelles, du surnageant qui contient les métabolites
extraits. Le surnageant, riche en composés bioactifs, a été¢ soigneusement récupéré a 1'aide d’une

pipette pour éviter toute contamination avec les résidus solides.

L'extrait récupéré a ensuite été filtré a 1'aide de papiers de filtration afin d'éliminer toute

particule fine ou impureté restante.

L'extrait obtenu a ensuite été évaporé pour concentrer les composés actifs, puis stocké
dans des récipients hermétiques et conservé a l'abri de la lumiére et de I'humidité, afin de

préserver l'intégrité des composés phytochimiques.
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fruits feuilles tige Poudre de fruits, de Inumerger 10 g de chaque partie de la
feuilles et de tiges plante dans 100 ml d'ethanol a 80 %
pendant24 h
i
Stockage de I'extrait
Centrifugé a 4000 tr/min Filtration

Concentration de I'extrait a ['aide
d'un évaporateur rotatif

Figure II. 72: Procédure d’extraction des différentes parties de Solanum nigrum L. (fruits,
feuilles et tiges).

I1.2.5.3 Profil phytochimique
11.2.5.3.1 Détermination de la teneur en phénols totaux

En utilisant une version modifiée de la méthode d’Aouadi et al, la teneur totale en
phénols dans I'extrait méthanolique a été évaluée par spectrophotométrie en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu [118]. Cinq millilitres de réactif de Folin-Ciocalteu dilué (1:9 avec de I'eau) ont
été ajoutés aux extraits. Quatre millilitres de carbonate de sodium (75 g/L) ont été ajoutés au
mélange, lequel a été agité pendant dix secondes, puis laissé au repos pendant trente minutes a 40
°C pour développer la couleur. L'absorbance a été mesurée & 765 nm avec le spectrophotométre
UV-Vis. La teneur totale en phénols des extraits a été calculée en équivalents d'acide tannique

(EAT) par gramme de poids sec de I'échantillon (mg/g). L'expérience a été réalisée en triplicat, et
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les résultats sont exprimés sous forme de valeurs moyennes + écart-type (SD). La teneur totale

en phénols a été calculée en équivalents d'acide tannique (EAT) selon I'équation suivante :

_ CxV
M

Ou:
o T représente la teneur totale en phénols en mg/g des extraits exprimée en EAT,

e C est la concentration en phénols totaux dans 1’extrait, déterminée a partir de la courbe

d’étalonnage et exprimée en mg EAT/mL,
eV correspond au volume de la solution d'extrait en mL,
e Mest le poids de l'extrait en g.

I1.2.5.3.2 Détermination de la teneur totale en flavonoides

Les teneurs totales en flavonoides (TFC) de tous les extraits ont été¢ quantifiées selon
le protocole décrit par X. Zhao et al. ,2024 [119]. Dans un premier temps, 700 pL de chaque
extrait végétal ont été placés dans différents tubes & essai. A chaque extrait, 2 mL d'eau
distillée ont été ajoutés. Ensuite, 150 pL de NaNO, ont été ajoutés a chaque tube, suivi d'une
incubation a température ambiante pendant 6 minutes. Apres l'incubation, 150 pL de AICl;
(10 %) ont été¢ ajoutés a chaque tube, avec une nouvelle incubation pendant 6 minutes a
température ambiante. Par la suite, 2 mL de NaOH a 4 % ont été ajoutés a tous les tubes,
complétés a 5 mL avec de I'eau distillée. Le contenu des tubes a ét¢ bien mélangé au vortex,
puis laissé au repos pendant 15 minutes a température ambiante. La présence de flavonoides
a ¢été lue avec un spectrophotometre a 510 nm. Le niveau de flavonoides a été calculé en

équivalents de catéchine par gra etmme (mg CE/g).
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[1.2.5.3.3 Détermination de la teneur en alcaloides

Les échantillons bruts des extraits de S. nigrum ont ét¢ soumis a une analyse
quantitative en utilisant une version modifiée de la méthodologie de P. Zhang et al. , 2024
[120]. Cinq grammes d'échantillon de S. nigrum ont été ajoutés a 20 mL d'acide acétique a 10
% produit dans de I'éthanol, hermétiquement bouché, et laissé pendant 4 heures. Le mélange
a été filtré, et le filtrat a ensuite été concentré dans un bain d'eau jusqu'a atteindre un quart de
son volume initial. De I'hydroxyde d'ammonium concentré a été ajouté goutte a goutte a
l'extrait jusqu'a ce que la précipitation soit compléte. La solution entiere a été laissée a
reposer, puis lavée avec de I'hydroxyde d'ammonium dilué 20 % avant d'étre refiltrée. Le
poids du résidu sec a été déterminé, et la composition en pourcentage a été calculée en
utilisant 1'équation.

) Poids final du résidu
Alcaloides(%) = (

X
Poids initial de l’échantillon) 10

[1.2.5.3.4 Détermination de la teneur en proanthocyanidines

La teneur totale en proanthocyanidines de S. nigrum a été déterminée en utilisant la
procédure rapportée par Z.Irina et al.,2024 [121]. Trois millilitres de solution de vanilline
dans du méthanol a 4 % (p/v), 1,5 mL d'acide chlorhydrique et 0,5 mL de I'extrait a 0,1
mg/mL ont ét¢ mélangés et agités au vortex. Le mélange a été laissé a température ambiante
pendant 15 minutes, apres quoi I'absorbance a 500 nm a été déterminée. La teneur totale en
proanthocyanidines a été calculée en équivalents de catéchine (mg/g) en utilisant 1'équation
de la courbe d'étalonnage : Y = 0,5825x, R* = 0,9277, ou x est la concentration de

'équivalent de catéchine et Y est 1'absorbance.
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[1.2.5.3.5 Détermination des teneurs en tannins
La teneur en tannins a ¢té déterminée dans des plantes provenant de trois zones de collecte
situées dans I’est et le sud-est de I’Algérie : Tébessa, Biskra et El-Oued, représentant
différents types de sols (argileux, sablonneux et limoneux), en utilisant la méthode de S.
Pradhan and P. Huidrom, 2024 [122]. avec quelques modifications. Une masse de 0,20 g
d'extrait méthanolique de S. nigrum a été ajoutée a 20 mL de méthanol a 50 %, agitée
vigoureusement, puis incubée dans un bain-marie pendant 1 heure a 80 °C et filtrée. Le filtrat
a été versé dans 20 mL d'eau distillée. Environ 2,5 mL de réactif de Folin-Denis a ensuite été
mélangé avec 10 mL de Na,COj3 aqueux a 17 %, puis mélangé avec le filtrat et complété a
100 mL avec de I'eau distillée. Le mélange a été laissé réagir pendant 20 minutes. A la fin de
la réaction, une couleur bleu-vert était présente, indiquant la présence de tannins.
L’absorption de la solution standard de tannic et des échantillons a ensuite été mesurée a 706
nm. Les résultats ont été exprimés en mg/g d'équivalent d'acide tannique selon la courbe
d'étalonnage : Y = 0,0593x + 0,0485, R = 0,9826, ou x est l'absorbance et Y est 1'équivalent
d'acide tannique.
I1.2.5.3.6 Détermination de la teneur en vitamine C

La teneur en vitamine C a été déterminée selon les méthodes officielles d'analyse A.
Aouadi et al. (c) ,2024 [123], méthode de titration au 2,6-dichloroindophénol 967.21. En
résumé, un €chantillon en poudre de 0,1 g a été extrait avec 40 mL d'acide métaphosphorique
(HPO3) a 15 g, mélangé avec 40 mL d'acide acétique (Ac) dans 500 mL d'eau déionisée.
L'échantillon extrait a été filtré a I'aide de papier filtre Whatman numéro un. L'échantillon
filtré a été titré a l'aide d'une solution d'indophénol, préparée en dissolvant 50 mg de sel de

sodium de 2,6-dichloroindophénol et 42 mg de NaHCO3 dans 200 mL d'eau déionisée. Le
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mélange a été filtré a travers du papier filtre Whatman numéro un dans une bouteille brune et
conservé au réfrigérateur jusqu'a utilisation.

La solution standard de vitamine C a été préparée en transférant 50 mg de vitamine C dans
un flacon de 50 mL et en diluant & volume avec de I'HPO; fraichement préparé (Ac). La

teneur en vitamine C a été calculée selon I'équation suivante.

myg

) ] (A—B) X (C x40
Vitamin C (7) =

10x S

Ou:

A = volume en mL de la solution de sel de sodium de 2,6-dichloroindophénol utilisé pour

I'échantillon.

e B =volume en mL de la solution de sel de sodium de 2,6-dichloroindophénol utilisé pour

le témoin (blanc).

e C = masse en mg d'acide L-ascorbique équivalente a 1,0 mL de la solution standard

d'indophénol.

e S =poids de I'¢chantillon préleve (g).

40 = volume de l'extrait et 10 = volume de I'extrait utilisé pour la détermination.

I1.2.6 Extraction de chitosane
Les carapaces de crevettes broyées ont ét¢ conservées a -20 °C. Le processus de
déminéralisation a été réalisé selon la méthode décrite par M. Kaya et al., 2014 [124], ou 30

g de carapaces de crevettes ont été mises en contact avec 450 mL d'une solution d'HCla 1 M
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(un rapport solide/liquide de 1:15 a ét¢ utilis¢) a 40 °C pendant une heure. La fraction solide

résultante a été soigneusement rincée a I'eau distillée jusqu'a atteindre un pH de 7.

La chitine récupérée a ensuite été déprotéinée en I'exposant a une solution de NaOH a
1 M a 80 °C pendant deux heures. Elle a ensuite été nettoyée, filtrée et traitée avec une
solution de H,O, a 10 % a 50 °C pendant 30 minutes pour éliminer tout colorant résiduel.

Apres cela, elle a été lavée a l'eau distillée jusqu'a neutralisation.

Enfin, la chitine décolorée a été désacétylée par un traitement de quatre heures avec
une solution de NaOH a 50 % a 100 °C. Le précipité obtenu a été rincé a l'eau distillée, et le

chitosane restant a été séché pendant 24 heures a 50 °C sous vide, comme indiqué dans la

figure 21.
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Figure II. 13: lllustration de l'extration de chitosane a crevettes

I1.2.7. Biosynthese des nanoparticules de ZnO
Pour synthétiser des nanoparticules de ZnO a l'aide de l'extrait de Solanum nigrum L.,

environ 0,1 M de chlorure de zinc a ét¢ mélangé avec 25 mL de l'extrait sous agitation
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vigoureuse pendant deux heures. Une fois la réaction terminée, le précipité de couleur sale formé

a été laissé se déposer pendant 24 heures [125].

Le précipité a été¢ séparé de la solution de réaction par centrifugation a 6 000 tr/min
pendant 15 minutes, puis lavé a plusieurs reprises avec de l'eau déionisée pour éliminer les
impuretés. Ensuite, il a été séché dans un four a 80 °C pendant 3 h. L'échantillon en poudre, tel
que synthétisé, a ensuite été soumis a une calcination dans un four a moufle a 400 °C pendant 4

heures, comme présenté dans la figure 11.14.

'

() c'.’E,‘r‘ i o) (0
@ \ '[[ ll‘o\ l Calcination at 500 °C ;iZnOt)

Snlanum nigrum L.
extract

Figure I1.14: Diagramme schématique pour la synthese des NP de ZnO

I1.2.8 Préparation de nanoparticules de chitosane-ZnO
Une poudre d'oxyde de zinc (ZnO) (1 g) a été dissoute dans une solution d'acide acétique
a1l % (100 mL). Ensuite, 1 g de chitosane a été ajouté a cette solution. Le mélange obtenu a été

soniqué pendant 30 minutes, puis agité magnétiquement.

Un ajout progressif d'une solution de NaOH a 1 M a été effectué jusqu'a atteindre un pH
de 9. Le mélange a ensuite été¢ chauffé au bain-marie a une température comprise entre 40 et 80
°C pendant 3 heures. Le précipité obtenu a été€ isolé par filtration et soigneusement rincé a I'eau

distillée. Enfin, le matériau obtenu a été séché pendant une heure a 50 °C dans un four [126].
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Le chitosane se dissout dans 1'acide acétique grace a la protonation de ses groupes amine,
ce qui le rend soluble dans I'eau et produit une solution visqueuse idéale pour la formation de
films. Les nanoparticules de ZnO sont dispersées par ultrasons, ce qui permet de briser les
agglomérats et d'assurer une dispersion plus homogene au sein de la solution de chitosane. Les
nanoparticules d'oxyde de =zinc interagissent avec le chitosane via des interactions

¢lectrostatiques, des liaisons hydrogene et des forces de van der Waals.

Une fois le précipité séché, les molécules de chitosane se rapprochent les unes des autres,
emprisonnant les nanoparticules d'oxyde de zinc dans la matrice polymére. Cette phase de
séchage aboutit a la création d'une couche solide et homogene, ou les nanoparticules de ZnO sont

uniformément dispersées dans la matrice de chitosane.

I1.2.9. Préparation du nanocomposite chitosane-ZnO/PVP

La procédure de préparation du nanocompositechitosane-ZnO/PVP (NC) a été¢ décrite
précédemmentpar H. A. Mohammed et al., 2023 [127]. Pour résumer, les étapes suivantes ont éte
incluses dans cette procédure :110 mL d'eau distillée ont ét¢ mélangés avec 0,3 g de chitosane-
Zn0O et 0,3 g de polyvinylpyrrolidone (PVP). Le mélange a été agité a température ambiante
pendant 20 minutes pour garantir une homogénéisation compléte des composants. Ensuite, la
solution de chitosane-ZnO a été traitée par ultrasons pendant une heure a 45 °C pour assurer une
dispersion efficace des nanoparticules.

Apres cette étape, la solution de PVP a été ajoutée a la solution de chitosane-ZnO et le
mélange a été agité pendant une heure. Puis, une nouvelle dispersion par ultrasons a été réalisée
pendant 15 minutes a 45 °C pour améliorer encore la dispersion des particules. Plusieurs cycles

de centrifugation et de lavage ont été effectués pour éliminer toute trace de PVP libre résiduelle.
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Enfin, les nanocompositeschitosane-ZnO/PVP modifiés ont été séchés a 60 °C le jour

suivant pour compléter le processus de séchage.

Oxyde de zinc (ZnO) Chitosane -

Seoniqué pendant 30 minutes

[ [ = |
e -

NaOH

Zonservation des échantillons

Q,

Séchage a 80 °C Filtration ==

Figure Il. 15: Préparation du composite ZnO—chitosane.

I1.2.10. Caractérisation
Les méthodes UV-Vis, FT-IR, XRD et SEM ont été utilisées pour caractériser le

chitosane, les nanoparticules de ZnO, le chitosane-ZnO et chitosane-ZnO/PVP.

I1.2.10.1. Spectrophotometre UV-visible

Un spectrophotoméetre UV-Vis (Shimadzu UV-1800, spectrophotometre UV-Vis
japonais) a été utilisé pour mesurer les caractéristiques optiques du chitosan, ZnO, du chitosan-
Zn0O et des composites chitosan-ZnO/PVP. Les données ont été enregistrées dans la plage de

longueurs d'onde de 200 a 800 nm.

I1.2.10.2. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)
Les caractéristiques de liaison du chitosane, des nanoparticules de ZnO, du chitosan-ZnO

et chitosan-ZnO/PVP ont été analysées a l'aide d'un spectrometre FTIR (Agilent Cary 630,
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Agilent Technologies). L'échantillon a été placé directement sur la plateforme, une pression
uniforme a été appliquée et les spectres ont été enregistrés en tant que moyenne de 8 balayages

avec une résolution de 16 cm™ dans la plage de 4000 a 400 cm’".

I1.2.10.3. Diffraction des rayons X (XRD)

La structure cristalline du chitosane, des nanoparticules de ZnO, du chitosan-ZnO et
chitosane-ZnO/PVP a été examinée par diffraction des rayons X (PROTO AXRD Benchtop)
avec un rayonnement CuKa (30 kV et 20 mA) a une longueur d'onde de 0,154281 nm et une

vitesse de balayage de 0,05°.

I1.2.10.4. Microscopie €lectronique a balayage (SEM)

La microscopie ¢lectronique a balayage (SEM) a été utilisée pour observer la
morphologie de surface du chitosan, des ZnO, du chitosan-ZnO et chitosane-ZnO/PVP. Cette
méthode permet de visualiser les caractéristiques morphologiques avec un fort grossissement en
scannant la surface a l'aide d'un faisceau d'électrons, révélant ainsi les détails structurels des

¢chantillons a I'échelle nanométrique.

I1.2.11. Activité antioxydante
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Figure I1.16: Sources cellulaires des especes réactives de [’oxygene (ROS).
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Les especes réactives de I’oxygene (ROS) sont produites dans plusieurs organites cellulaires,
notamment la mitochondrie, le réticulum endoplasmique, les peroxysomes, ainsi que par
I’enzyme NADPH oxydase. Des facteurs externes comme le rayonnement contribuent également
a leur formation. Ces molécules jouent un double rdle, a la fois dans la signalisation cellulaire et

dans le stress oxydatif.

dommages a 'ADN

wDesmcﬁon des peroxysomes

mort cellulaire

dommages a la paroi
cellulaire

Figure II. 17: Dommages cellulaires induits par les espéces réactives de [’oxygene (ROS).

Les ROS peuvent causer des dommages majeurs aux composants cellulaires. Leur
accumulation conduit a des 1ésions de I’ADN, a la destruction des peroxysomes, a des altérations
de la membrane cellulaire et, finalement, a la mort cellulaire. Ces effets oxydatifs constituent un

mécanisme clé du stress oxydatif et de la cytotoxicité.

I1.2.11.1. Test de DPPH
La détermination des activités de piégeage des radicaux stables DPPH des extraits et des

standards a été évaluée selon la méthode décrite par Aouadi et al., 2024 [118]. Des solutions de
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Zn0O, de chitosane-ZnO et de chitosane-ZnO/PVP (1 mL) a différentes concentrations,
reconstituées dans les solvants appropriés, ont été ajoutées a une solution de DPPH (5 mL, 0,1
mM) dans du méthanol et agitées au vortex. Apres 20 minutes de réaction a 25 °C, 1'absorbance a
€té mesurée a 517 nm par rapport a un témoin (méthanol) a I'aide d'un spectrophotometre UV-
Vis. Une solution de DPPH méthanolique (5 mL) sans antioxydants a ¢té utilisée comme
controle. L'activité de piégeage du DPPH de l'extrait a été exprimée en ICs, (concentration
inhibitrice), c'est-a-dire la concentration de I'extrait a laquelle les radicaux DPPH ont été
neutralisés a 50 %. L'acide ascorbique a été utilis¢é comme antioxydant standard. Le pourcentage

de neutralisation du DPPH a été calculé comme suit :

Abscontrol - Abssample

DPPH inhibiting capacity (%) = ( ) %X 100

Abscontrol

I1.2.11.2 Test de 2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)

L'essai ABTS a été réalisé selon une méthode similaire a celle décrite par Aouadi et
al.,2023 [128], avec quelques modifications. Différentes concentrations de chitosane, d'oxyde de
zinc (Zn0O), de chitosane-ZnO, de chitosane-ZnO/PVP et d'acide ascorbique ont été préparées
pour l'essai. Pour préparer la solution de test, 11,4 mg de persulfate d'ammonium et 64,3 mg
d'ABTS ont été dissous dans 25 ml de tampon phosphate (pH = 7,4) contenant 0,15 M de NaCl,

0,1 M de NaH,PO4 et 0,1 M de Na;HPO4. Ce mélange a été incubé pendant 30 minutes a 68 °C.

L'absorbance de la solution a été¢ mesurée a 734 nm, puis ajustée en la diluant avec le
tampon phosphate jusqu'a ce que l'absorbance atteigne 0,65. Par la suite, 0,04 mL de chaque
concentration préparée (chitosane, ZnO, chitosane-ZnO, chitosane-ZnO/PVP et acide

ascorbique) a été mélangé avec 1,96 ml de la solution d'ABTS diluée. Les échantillons ont
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ensuite été conservés a l'obscurité a 37 °C pendant 10 minutes avant de mesurer leur absorbance

a 734 nm.

Cette méthode d'évaluation de l'activité antioxydante a 1'aide de I'ABTS repose sur la
capacité des composés a réduire le cation radical ABTS-*, qui présente une absorbance a 734
nm. Lorsque les échantillons d'intérét, tels que le chitosane ou ses composites, sont ajoutés a la
solution d'ABTS, ils agissent comme agents réducteurs, diminuant l'intensité de 1'absorbance, ce

qui indique une activité antioxydante.

I1.2.11.3. Test du pouvoir antioxydant de réduction ferrique (FRAP)

L'analyse FRAP a été réalisée selon une méthode modifiée par Hameed et al., 2023
[129]. En résumé, le réactif FRAP a été préparé en mélangeant 300 mL d'un tampon acétate (pH
3,6), 10 mMol/L de 2,4,6-tri-2-pyridyl-s-triazine (TPTZ) et 20 mMol/L de FeCl; dans un rapport
de 10:1:1 (v/v/v). Ensuite, 150 pL des solutions de ZnO, de chitosane-ZnO et de chitosane-
ZnO/PVP ont ét¢ mélangées avec 4,5 mL du réactif FRAP, et le mélange a ét¢ incubé dans un
bain-marie a 37 °C pendant 10 minutes. L'absorbance du mélange réagi a ét¢ mesurée a l'aide
d'un spectrophotometre UV-Vis a 593 nm, et le FRAP de chaque échantillon a été calculé a

l'aide d'une courbe d'étalonnage avec Fe** comme standard.

I1.2.11.4. Test de phosphomolybdate (Capacité antioxydante totale)

Le dosage est basé sur la capacité de l'extrait a réduire Mo (VI) en Mo (V) et a former
ainsi un complexe phosphate/Mo (V) vert & un pH acide. Un volume de 0,3 mL de l'extrait de
chitosane, des nanoparticules de ZnO, du chitosane-ZnO et du chitosane-ZnO/PVP a été combiné
avec 3 mL de solution réactif (acide sulfurique a 0,6 M, phosphate de sodium a 28 mM et
molybdate d'ammonium a 4 mM). Le mélange réactionnel a été incubé dans des tubes pendant

90 minutes a 95°C. Apres refroidissement des échantillons a température ambiante, I'absorbance
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de la solution a été¢ mesurée a 695 nm a l'aide d'un spectrophotometre, en comparaison avec un

blanc. 0,3 mL d'eau distillée a été utilis¢ comme blanc a la place de I'extrait [130].

Un graphique standard de I'acide ascorbique a été utilisé pour estimer les équivalents en
acide ascorbique. L'expérience a été réalisée trois fois et les résultats sont exprimés en mg par g

d'extrait équivalent a I'acide ascorbique.

I1.2.12. Test d'inhibition de I'hémolyse oxydative

Ce test est utilisé pour déterminer la capacité des extraits de plantes a protéger les
érythrocytes (cellules sanguines) des dommages ou de la rupture de la membrane cellulaire apres
les avoir exposés a un stress oxydatif et a des radicaux libres, en mesurant le pourcentage
d'érythrocytes dissous [131]. Selon A. Aouadi et al. (c), 2023 [123], un volume de 40 pL
d'érythrocytes humains a été mélangé avec 2 mL de différentes concentrations ZnO, du
chitosane-ZnO et du chitosane-ZnO/PVP et conservé pendant 5 minutes a 37 °C. Ensuite, nous
avons ajouté 40 pL de H,O, (30 x 107 M), 40 uL de FeCl3 (80 x 107 M) et 40 uL de solution
d'acide ascorbique (50 x 1072 M) respectivement. Aprés une incubation d'une heure a 37 °C, le
mélange a été centrifugé a 700 tr/min pendant 10 minutes. L'absorbance du surnageant a été

mesurée a A = 540 nm. Le pourcentage d'hémolyse a été déterminé a I'aide de la formule suivante

Abscontrol - Abssample

Inhibition de l'hémolyse % = (
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Figure I1.18: Procédure expérimentale du test d’hémolyse sur les érythrocytes humains.

Cette illustration schématise ’effet du stress oxydatif sur les érythrocytes. L’attaque des
especes réactives de 1’oxygene (ROS) provoque d’abord des altérations superficielles de la
membrane des globules rouges, entrainant une perte de leur intégrité structurale.
L’accumulation de ces Iésions conduit finalement a la destruction totale des globules rouges

(hémolyse complete).

N\

Attaque oxydative sur les globules rouges destruction totale des globules rouges
lésions superficiellas des globules rouges

Figure I1.19: Mécanisme de [’hémolyse oxydative des globules rouges.
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I1.2.13. Détermination du facteur de protection solaire (FPS) des crémes
solaires par spectrophotométrie ultraviolette

Le test du Facteur de Protection Solaire (FPS) est un outil essentiel pour évaluer
l'efficacité des produits solaires dans la protection de la peau contre les rayons ultraviolets
nocifs. Le FPS mesure le niveau de protection qu'un produit offre contre les dommages
causés par l'exposition au soleil, ce qui est crucial pour prévenir les coups de soleil et les
risques associés au cancer de la peau. En utilisant des techniques telles que l'analyse
spectrophotométrique, l'absorption des radiations UV par le produit est mesurée pour
déterminer sa capacité protectrice, aidant ainsi les consommateurs a choisir les options les

plus stres et les plus efficaces [132]

Pour évaluer les propriétés photoprotectrices du ZnO, du chitosane-ZnO et du
chitosane-ZnO/PVP, le Facteur de Protection Solaire (FPS) a été déterminé a l'aide d'une
méthode spectrophotométrique adaptée de Mansur et al., 1986 [133]. Les solutions de ZnO,
de chitosane-ZnO et de chitosane-ZnO/PVP ont été préparées en dissolvant dans de 1'éthanol
a une concentration de 1 mg/mL. Des mesures d'absorbance ont été effectuées a sept
longueurs d'onde différentes entre 290 nm et 320 nm, qui se situe dans le spectre UVB, la

plage principalement responsable des coups de soleil et d'autres dommages cutanés.

La valeur du FPS a été calculée avec I'équation suivante :
390
FPSSpectrophotométrique = CF X Z(EEO\) X IO\) X DOO\))
290

Ou:

e CF (facteur de correction) est fixé a 10,
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o EE(A) représente l'effet érythémateux de la radiation a la longueur d'onde A,

e I(A) désigne le spectre d'intensité solaire a la longueur d'onde A,

e DO(L) est I'absorbance spectrophotométrique de 1'échantillon a la longueur d'onde A.
Les valeurs de EE()L) et I(A) sont des constantes dérivées de sources littéraires.

Pour valider la méthode, un écran solaire disponible dans le commerce (Avene®) a été
utilis¢é comme contrdle positif, permettant une analyse comparative des valeurs de FPS pour
Zn0O, chitosane-ZnO et chitosane-ZnO/PVP. Selon les recommandations européennes [134], les
produits solaires doivent posséder un FPS d'au moins 6, avec un maximum de 50+
(correspondant a une valeur de FPS de 60 ou plus). De plus, chaque valeur de FPS est
catégorisée qualitativement en niveaux de protection : faible, moyen, élevé ou tres élevé, comme

indiqué dans le Tableau I1.6.

Echantillon

~

Soniqué pendant 30 minutes

Mesure de 1'absorbance

Figure I1.20: Détermination du facteur de protection solaire (FPS) des échantillons par
spectrophotométrie UV.
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Tableau 11.5: Répartition spectrale relative de l'énergie absorbée a différentes longueurs d'onde

Longueur d'onde (nm) EE(A) X I(A)
310 0.1864
315 0.0837
320 0.0180
Totale 1

Tableau 11.6: Catégorie de facteur de protection solaire (FPS) des produits de protection solaire

Valeur SPF
Niveau de protection
Maximum 50
Elevé 30-50
Moyen 15-30
Faible 2-15

I1.2.14. Activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire in vitro du ZnO, du chitosane-ZnO, et du chitosane-
ZnO/PVP a été évaluée en utilisant la méthode décrite par Messaoudi et al,, 2021 [396], qui
mesure la capacité de ces composés a inhiber la dénaturation de l'albumine d'ceuf. Des
concentrations variées de ZnO, de chitosane-ZnO, et de chitosane-ZnO/PVP ont été préparées
dans un mélange réactionnel contenant 0,2 mL d'albumine d'ceuf frais, 2,8 mL de solution

tampon phosphate (PBS, pH 6,8) et de 0,2 a 2 mL des concentrations correspondantes des

63



Chapitre 11 Matériaux et méthodes

extraits. De 1'eau doublement distillée et du diméthylsulfoxyde (DMSO) ont été utilisés comme

controles négatifs, avec des volumes équivalents a ceux des échantillons testés.

Les mélanges réactionnels ont été incubés a 37+2°C pendant 30 minutes, puis chauffés a
75+2°C pendant 10 minutes pour induire la dénaturation des protéines. Apres refroidissement,
I'absorbance des échantillons a été mesurée a 660 nm, en utilisant le véhicule comme blanc. Le
diclofénac, a une concentration finale de 10 mg/mL, a ét¢ employé comme contrdle positif et
soumis aux mémes conditions expérimentales que les échantillons de test, et son absorbance a

été mesurée de la méme maniére.

Pour garantir la fiabilité des résultats, chaque test a été réalisé en triplicat. Le pourcentage

d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé selon 1'équation suivante :

Abs. — Abs
Inhibition(I%) = (——~

1
Abs, ) X 100

ou Abs T représente I'absorbance de I'échantillon test et Abs C 1'absorbance du controle.
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Figure I1.21: Protocole de détermination de ’activité anti-inflammatoire par inhibition de la
dénaturation de [’albumine.

I1.2.15. Activité antibactérienne
I1.2.15.1. Préparation de la suspension de culture bactérienne

Avant de réaliser les tests antibactériens et antifongiques, deux sous-cultures consécutives
sont effectuées pour chaque souche. D'abord, les souches bactériennes sont réactivées dans un
bouillon nutritif (BN) et incubées a 37 °C pendant 24 heures. Ensuite, une seconde sous-culture
est réalisée sur un milieu solide (gélose nutritive), inoculée par stries dans une boite contenant ce
milieu (GN). Les souches bactériennes sont ensuite inoculées sur des boites de gélose Mueller-
Hinton stérile (M.H) et incubées a 37 °C pendant 24 heures. Les souches fongiques sont traitées
de fagon similaire, en utilisant des milieux adaptés a leur croissance. Toutes les souches sont
stockées a 4 °C sur gélose inclinée pour conserver les cellules en phase exponentielle de

croissance [135].
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I1.2.15.2. Préparation des composés synthétiques pour les essais microbiologiques

Une solution stock contenant 20 mg de chaque composé¢ synthétisé (ZnONPs, chitosane-
ZnO et chitosane-ZnO/PVP) dissous dans 1 mL de diméthylsulfoxyde (DMSO) comme solvant a
été préparée, en tenant compte de la faible solubilité¢ des échantillons. L'étude des activités
antibactériennes et antifongiques contre les souches de référence a été réalisée en utilisant la

méthode de diffusion en puits sur gélose.

I1.2.15.3. Méthode de diffusion en puits sur gélose
La méthode de diffusion en puits est utilisée pour évaluer l'activité antimicrobienne des
extraits de plantes ou de micro-organismes [136]. Cette expérience a été réalisée selon la

méthode décrite par M. Kadri et al., 2022 [137], avec une 1égeére modification.

I1.2.15.4. Ensemencement

L'ensemencement est effectué¢ selon la technique de Messaoudi et al., 2021 [134]. La
gélose Mueller-Hinton (MHA) est chauffée a 55 °C, puis versée aseptiquement dans des boites
de Pétri a raison de 15 a 20 ml par boite. Un volume d'inoculum bactérien ou fongique est réparti
uniformément avec un écouvillon stérile sur toute la surface de la gélose stérile. Ensuite, un trou
de 6 mm de diamétre est créé aseptiquement avec un emporte-piece stérile. Une solution de 50
pL de chaque échantillon (ZnONPs, -chitosane-ZnO, chitosane-ZnO/PVP) a différentes
concentrations est introduite dans les puits. DMSO est utilis¢é comme controle négatif pour
vérifier la croissance des différentes souches, et la ciprofloxacine (CIP-5) est utilisée comme
controle positif pour les essais antibactériens. Enfin, les boites de gélose sont incubées a 37 °C
pendant 24 heures dans des conditions aérobies pour les bactéries et dans des conditions adaptées
pour les champignons. L'expérience est répétée trois fois pour chaque échantillon et pour chaque

souche bactérienne ou fongique.
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I1.2.15.5. Lecture

Pour évaluer l'effet des composés sur les souches bactériennes et fongiques, la lecture est
effectuée en mesurant le diametre de la zone d'inhibition autour des puits (y compris le diamétre
du puits) a I'aide d'un pied a coulisse ou d'une régle (en mm). Pour les essais antibactériens, la
mesure est réalisée aprés 24 heures d'incubation a 37 °C. En revanche, pour les essais
antifongiques, la lecture est effectuée apres 48 heures d'incubation, également a 37 °C, afin de
permettre un temps de croissance suffisant pour les champignons. Les résultats sont exprimés en
diamétre de la zone d'inhibition ou sous forme de moyenne + écart-type moyen, et les valeurs

inférieures & 6 mm sont considérées comme non actives contre les micro-organismes.

Incuber les bactéries pendant 24 heures a 37°C Répandre 100 micro L de

suspension bactérienne
verser le milieu de culture dans 7
] des boites de Petri stériles

0 . * \
culture de 8 )
bactéries e =

ﬁ' bactéries actives

\ -

Mesure des diamétres — - ‘

de la zone d'inhibition > : ' v

- ; =3
2 N —— - ™~ ~.
- _~— : / I] -
2 —_— -— ! -— P
& (<
—— Zone d'inhibition ﬁ'

Echantillon Les plaques ont été incubées a 37°C Placer l'échantillon dans une boite de

Pétri

. =——————— bacléries actives

Figure I1.22: Protocole d’évaluation de [’activité antibactérienne par la méthode de diffusion en milieu
gélose.
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I1.2.16 Dégradation photocatalytique
I1.2.16.1 Les conditions optimales pour la dégradation des colorants utilisant

Sous une lampe de radiation ultraviolette (UV) de 1000 W, la dégradation
photocatalytique du colorant bleu de toluidine (TB) dans une solution aqueuse a été étudiée en
utilisant du ZnONPs, chitosane-ZnO et chitosan-ZnO/PVP comme photocatalyseurs. Apres avoir
préparé une solution de 50 mL de colorant TB dans de 1'eau distillée avec une concentration de 4
mM, 5 mg du catalyseur approprié ont été ajoutés. La solution a été maintenue a une température
constante de 28 °C et a un pH neutre. La solution a ensuite été soumise a la lumiére UV par
intervalles de 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 et 120 minutes. Le catalyseur est resté en suspension
uniforme dans la solution aprés ultracentrifugation. Le processus photocatalytique a été surveillé
en mesurant I'absorbance a 631 nm a l'aide d'un spectrophotometre. La dégradation du colorant
bleu de méthylene (MB) a été testée en utilisant la méme technique expérimentale avec du ZnO
NPs, chitosane-ZnO et chitosan-ZnO/PVP comme photocatalyseurs. La solution de MB utilisée

avait une concentration de 0,6 uM du colorant, et les mesures d'absorbance ont été enregistrées a

663 nm [138].

I1.2.16.2. Effet du pH sur la dégradation photocatalytique
De I'eau déionisée a été utilisée pour la préparation de la solution de pH, avec ajustement

a l'aide de solutions de HCI et de NaOH a 0,1 M.
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I1.2.16.3. Efficacité de la photodégradation des colorants

Les conditions optimales pour la dégradation des colorants utilisant Chitosane-ZnO et le
nanocomposite Chitosane-ZnO/PVP ont été trouvées a 120 minutes et 0,005 grammes de
catalyseur, aprés une évaluation de l'influence du temps de contact et du pH. Par la suite, le
Chitosane-ZnO/PVP et le Chitosane-ZnO réutilis¢ ont ¢été testés pour leur stabilité
photocatalytique et leur efficacité. Pour ce faire, des solutions de colorant MB et TB avec une
concentration de 0,6 uM ont été exposées a 5 mg de catalyseur pendant 120 minutes sous
irradiation solaire. Le catalyseur a été extrait de la solution, rincé et séché a 100 °C aprés que la
concentration du colorant ait été évaluée par spectroscopie UV-Vis. Le catalyseur séché a ensuite
été réutilisé dans de nouveaux tests de photocatalyse en I'ajoutant a une nouvelle solution de
colorant (avec une concentration de 0,6 uM). Apres la derniere expérience, le catalyseur séché a
¢té soumis a une analyse de diffraction des rayons X (XRD) afin de détecter d'éventuels

changements structuraux.

Colorants Echantillon

Mesure de 1'absorbance

Figure I1.23: Protocole d’évaluation de la capacité d’adsorption des colorants par mesure
d’absorbance.
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I1.2.17 Etudes de toxicité in silico

Une base de données en ligne appelée ProTox-II permet de prédire les résultats
toxicologiques des substances réelles et hypothétiques en fonction de leur structure chimique.
Pour ce faire, la base de données ProTox-II utilise des modeles d'apprentissage automatique qui
ont ét¢ formés a partir des données de la littérature publiée (soit in vitro, soit in vivo). La
prédiction de la toxicité de la substance d'entrée a été réalisée en utilisant les modeles
d'apprentissage automatique entrainés, qui reposent sur une base de données d'entités
structurellement liées et de similarité avec des produits chimiques connus pour étre nocifs.
L'approche utilisée dans cette étude a intégré les connaissances sur la nature de 1'entité chimique,
les affinités précises et comparatives, ainsi que la prédiction basée sur les mécanismes en rapport

avec divers processus de signalisation et de fonctionnement.

e Variable d'entrée : L'interface utilisateur de ProTox-II est simple et explicite. Pour évaluer
une toxicité potentielle associée a une entité chimique, 1'utilisateur peut dessiner la structure
chimique de cette entité ou, plus simplement, saisir son nom chimique. Apres avoir demandé
au site web d'afficher la toxicité prédite, cet outil, disponible gratuitement en ligne, calcule
par défaut la demande pour la toxicité aigué ainsi que la cible de toxicit¢ [139].En
conséquence, les noms de nos entités développées, a savoir le chitosane, les nanoparticules
de ZnO et les nanoparticules de chitosane-ZnO, ont été saisies afin d'anticiper toute toxicité

potentielle associée a une composition chimique particuliére.

o Informations de sortie : Sur la page des résultats, la LDso moyenne prédite en mg/kg de
poids corporel a été fournie, en plus de la classe de toxicité (toxicité aigué, toxicité

organique, points d'extrémité de toxicité, voies de toxicité et cibles de toxicité), de
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l'exactitude de la prédiction et de la similarit¢é moyenne pour trois composé€s toxiques qui

sont similaires et qui ont des valeurs de toxicité orale connues chez les rongeurs.
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II1.1 Détermination de I'extrait optimal pour la synthese des ZnONPs basée sur
les métabolites secondaires et 1'activité biologique

II1.1.1. Estimation quantitative de la teneur totale en composés phénoliques

Les composés phénoliques sont reconnus pour étre de puissants antioxydants qui agissent en
tant que terminateurs de radicaux libres, contribuant ainsi directement a l'action antioxydante. Ces
composés sont des constituants végétaux trés importants, et leur capacité¢ a éliminer les radicaux
libres est liée a la présence de groupes hydroxyles en leur sein. En général, les extraits ayant une
activité antioxydante significative présentent une teneur élevée en composés phénoliques. Les
polyphénols sont les substances végétales les plus abondantes ayant une activité antioxydante, en
raison de leurs propriétés de réduction-oxydation ; ils sont essentiels pour absorber et neutraliser les
radicaux libres, éteindre 1'oxygene singulet et triplet, et dégrader les peroxydes. Les phénols présents
dans les plantes possedent des effets antioxydants, antimutageénes et anticancéreux [140]. La teneur
totale en composés phénoliques (TPC) de trois échantillons différents de fruits, feuilles et tiges de
Solanum nigrum L. a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu [141]. La TPC des extraits
variait de 11,3 a 109,2 mg d’équivalent acide gallique (GAE)/g de poids sec (Tableau III. 7). Les
niveaux de TPC étaient les plus élevés dans 'extrait de fruits de Beskra (BF) de S. nigrum, et les plus

bas dans l'extrait de feuilles d'El-Oued (EL) de S. nigrum (Figure III. 24A).
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Tableau I11.7: Profil phénolique total, flavonoides et phytochimique de Solanum nigrum L. sauvage
collecté a trois endroits différents dans le désert algérien

S. TPC TFC Contenu en Contenu en Vitamin C Alkaloids (%)
nigrum (mg GAE/g) (mg CE/g) Tanins Proanthocyanidin | (mg/100g)

Extract (mg TE/g) s (mg CE/ g)

TF 79.87+0.10°¢ 58.23+0.12% 93.37+0.14° 861.33+0.10° 32.27+0.12¢ 37.67+0.124
TL 17.640.09" 29.07+0.12f 56.30+0.05¢ 557.77+0.17¢ 18.37+0.12f% 24.80+0.14"
TS 53.43+0.12F 19.77+0.12h 40.07+0.17¢ 220.30+0.09 15.33+£0.12" 22.23+0.111
BF 109.17+£0.17* | 88.33+0.122 97.17+0.122 889.67+0.07* 47.07+0.12* 50.97+0.19%
BL 40.1+0.14¢ 51.23+0.07¢ 74.47+0.10°¢ 697.57+0.074% 34.77+0.12° 35.20+0.19¢
BS 76.30+0.09¢ 22.47+0.12¢8 29.73+£0.07" 331.67+0.07" 27.40+0.14¢ 26.70+0.09¢
EF 83.47+0.17° 74.30+0.08° 92.83+0.17° 881.43+0.14% 34.17+0.17° 46.33+0.15¢
EL 11.33+0.12! 59.67+0.12¢ 64.43£0.14¢ 708.37+0.14¢ 21.63+0.10¢ 51.03+£0.142
ES 63.67+0.15¢ 19.63+0.10" 42.77+0.14f 490.30£0.128 19.90+0.17¢ 33.47+0.19f

[11.1.2 Estimation quantitative de la teneur totale en flavonoides

Les flavonoides sont probablement les phénoliques naturels les plus importants en raison de
leur large éventail d'activités chimiques et biologiques, y compris leurs propriétés antioxydantes et
leur capacité a piéger les radicaux libres. Ils sont décrits comme des antioxydants, des capteurs de
diverses especes réactives de l'oxygene, et des régulateurs de la peroxydation lipidique, ainsi que
comme des agents thérapeutiques potentiels contre de nombreux troubles [140]. La teneur totale en
flavonoides (TFC) des neuf extraits de S. nigrum a été exprimée en mg €quivalent catéchine (CE) par
gramme de poids sec d'extrait. La TFC des extraits variait de 19,7 a 88,3 mg CE/g (Tableau III. 7).
Les extraits de fruits de Beskra (BF) et de fruits d'El-Oued (EF) de S. nigrum contenaient la plus
grande quantité de TFC, tandis que les extraits de tiges d'El-Oued (ES) et de tiges de Tébessa (TS) en

contenaient le moins (Figure II1. 24B).
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Figure Il11.24: (A) Teneur totale en composés phénoliques ; (B) Teneur totale en flavonoides des
extraits de S. nigrum

II1.1.3. Estimation quantitative de la teneur en proanthocyanidines

Les proanthocyanidines sont des tanins basés sur les flavan-3-ols, qui sont condensés ou non
hydrolysables. Ces composés sont largement répandus dans la nature, notamment dans les 1égumes,
les fruits et les plantes. Il a ét¢ démontré que les proanthocyanidines possédent des propriétés
puissantes de piégeage des radicaux libres et des propriétés antioxydantes. De nombreuses actions
biologiques significatives, telles que les effets anticancéreux, antiviraux et anti-inflammatoires, ont
été rapportées par K. Pareek and P. V Jagasia, 2024 [142]. La teneur totale en proanthocyanidines a
¢été calculée en équivalents de catéchine (mg/g), comme indiqué dans le Tableau III. 7. Les résultats
de I’étude pour la concentration en proanthocyanidines des extraits de S. nigrum L. variaient de 220,3
a 889,7 mg CE/g. Les fruits de S. nigrum L. présentaient la plus haute concentration en
proanthocyanidines, suivis par les feuilles, tandis que les tiges avaient la concentration la plus faible,

comme le montre la Figure III. 25A.
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II1.1.4. Estimation quantitative de la teneur en tanins

Les tanins sont classés comme polyphénols en raison de I'abondance de cycles phénoliques
dans leur structure. Ces composés naturels se trouvent dans les tissus végétaux tels que I'écorce, les
fruits et le bois, et peuvent étre extraits de ces sources en utilisant de 1'eau [143]. La teneur en tanins
de S. nigrum L. a été¢ exprimée en mg/g équivalent acide tannique. Selon le Tableau III. 7, la teneur
en tanins était la plus €levée dans les fruits de S. nigrum L. par rapport aux feuilles et aux tiges. Les
fruits de la région de Beskra (BF) étaient les plus riches, suivis par les fruits des régions de Tébessa
(TF) et d'El-Oued (EF). En revanche, la tige de S. nigrum L. provenant de Tébessa (TS) contenait la

concentration la plus faible en tanins (Figure III. 25B).
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Figure II1.25: (A) Teneur en proanthocyanidines ; (B) Teneur en tannins dans les extraits de S.
nigrum

[I1.1.5. Estimation quantitative de la teneur en alcaloides

Les alcaloides ont toujours suscité la curiosité des scientifiques en raison de leurs effets
bénéfiques ou nocifs sur les humains. De maniere surprenante, de nombreux alcaloides peuvent agir
a la fois comme antioxydants, selon les circonstances [144]. Les résultats ont montré que les feuilles

de S. nigrum de la région d'El-Oued (EL) présentaient la concentration en alcaloides la plus élevée
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(51,1 %), suivies par les fruits de S. nigrum de la région de Beskra (BF) (50,9 %) et les fruits de la
région d'El-Oued (EF) (46,2 %). La tige de S. nigrum collectée dans la région de Tébessa (TS) avait

la concentration en alcaloides la plus faible (22,1 %) (Figure III. 26).
Fruits

. leaves
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Figure II11.26: Teneur en alcaloides de l'extrait de S. nigrum

[I1.1.6. Estimation quantitative de la teneur en vitamine C

Comme le montre le Tableau III. 7, la teneur en vitamine C de trois échantillons différents de
S. nigrum L. collectés dans les régions de Tébessa, Beskra et El-Oued présentait des différences
légéres. La teneur en vitamine C des neuf extraits variait de 15,3 mg/100 g (poids sec) dans I'extrait
de tige de S. nigrum collecté a Tébessa (TS) a 47,1 mg/100 g (poids sec) dans I'extrait de fruit de S.
nigrum collecté dans la région de Beskra (BF). La concentration maximale en vitamine C a été
observée dans les fruits de S. nigrum de la région de Beskra (BF), suivie par les fruits de S. nigrum
de la région d'El-Oued (EF), tandis que la quantité la plus faible a été trouvée dans les tiges

collectées dans la région de Tébessa (TS) (Figure III. 27).
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Figure II1.27: Teneur en vitamine C des extraits de S. nigrum

II1.1.7 Analyse en composantes principales (ACP)

L'analyse en composantes principales (ACP) a permis d'approfondir la compréhension des
relations entre les différentes quantités des composants chimiques calculées pour chacun des neuf
extraits. L'objectif de cette analyse était de mettre en lumicre les relations entre les six principaux
composants des neuf extraits de plante, a savoir : la teneur totale en phénols (TPC), la teneur en
flavonoides (TFC), les tanins, les proanthocyanidines, la vitamine C et les alcaloides. Cette analyse

est illustrée dans la Figure I11. 28 ou le Tableau III. 7.

Avec une valeur de corrélation de 0,68767, il a ét¢ démontré que la teneur totale en
polyphénols présentait une corrélation positive significative avec la vitamine C. En revanche, les
corrélations avec les autres composés variaient de faibles a modérées. La teneur en flavonoides
montrait une association positive et significative avec tous les composants, avec des coefficients de
corré¢lation de 0,92158, 0,3869 et 0,90794 pour TPC, Tanins, Proanthocyanidines, Vitamine C et

Alcaloides respectivement (comme indiqué dans le Tableau III. 8).
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Tableau I11.8: Matrice de corrélation entre le contenu chimique des extraits de plantes

TPC TFC Tanins | Proanthocyanidins | VitamineC | Alcolaids
TPC 1 0.40335 | 0.3869 0.29468 0.68767 0.24912
TFC 0.40335 1 0.92158 0.90794 0.82593 0.88579
Tannin 0.3869 | 0.92158 1 0.95028 0.76529 0.72839
Proanthocyanidins | 0.29468 | 0.90794 | 0.95028 1 0.73841 0.81997
Vitamine C 0.68767 | 0.82593 | 0.76529 0.73841 1 0.63174
Alkolaids 0.24912 | 0.88579 | 0.72839 0.81997 0.63174 1

La Figure III. 28 montre qu’une corrélation positive tres significative a été observée entre les

proanthocyanidines, les tanins et la teneur en flavonoides (TFC). Cette connexion a ét¢ documentée

et confirmée par les caractéristiques structurelles des composés. Les résultats de I'étude sont

présentés dans le Tableau III. 9, qui montre que la composante principale 1 (PC1) avait une

corrélation positive significative avec le TFC (r = 0,45874), tandis que la composante principale 2

(PC2) n'avait une forte corrélation positive qu'avec la teneur totale en phénols (TPC) (r = 0,83556) et

la vitamine C (r = 0,35783).

Les résultats du test de Tukey (Tableau III. 9) confirment qu'il existe des variations

importantes entre les zones de récolte et les parties de la plante quant a leur efficacité dans

l'extraction des substances actives étudiées. Il apparait clairement que 1'échantillon BF est le meilleur.

Par conséquent, la région de Tébessa est la meilleure zone de récolte, et la feuille est la meilleure

partie de la plante.
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Tableau I11.9: Corrélation entre les variables (teneur chimique) et les facteurs pour les extraits de

plantes

Coefficients de PC1 Coefficients de PC2

TPC 0.24891 0.83556
TFC 0.45874 -0.13163
Tannin 0.44199 -0.12841
Proanthocyanidin 0.4412 -0.2493
Vitamine C 0.41827 0.33783
Alcolaids 0.4033 -0.30288
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Figure II11.28: Analyse des composantes principales en double-plot de TPC, TFC, tannin,
proanthocyanidines, vitamine C et alcaloides pour les neuf extraits de plantes. Les pourcentages PC
1 et PC 2 représentent la plus grande et la deuxieme plus grande variance dans les données sur l'axe

des X et l'axe des Y, respectivement
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I11.1.8. Activité antioxydante
[11.1.8.1 Détermination de l'activité antioxydante par le test DPPH

La capacité des extraits de S. nigrum L. a décolorer le radical stable DPPH a été utilisée pour
¢valuer leur activité de piégeage des radicaux libres. Tous les extraits ont neutralisé le radical DPPH
a toutes les concentrations testées. La concentration inhibitrice médiane (ICso) est utilisée dans le test
DPPH. La valeur d'ICso est définie comme la concentration d'extrait brut qui inhibe 1'oxydation de 50
% ou capte 50 % des especes réactives de l'oxygene [145]. Elle est calculée a partir de la courbe
d'inhibition en fonction de la concentration. L'ICso est inversement proportionnelle a la capacité

antioxydante, une valeur d'ICso plus faible indiquant une activité antioxydante plus élevée.

Les fruits de S. nigrum de Tébessa (TF; 0,0067), les fruits de Beskra (BF; 0,0069), les feuilles
de Tébessa (TL; 0,0085) et les fruits d'El-Oued (EF; 0,0088) ont présenté les valeurs d'ICso les plus
faibles (g/mL), tandis que la tige de S. nigrum de Tébessa (TS; 0,0129) avait la valeur la plus élevée

(Tableau III. 10 et Figure III. 29). Cette expérience a prouvé que S. nigrum L. possede des propriétés
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Tableau I11.10: Activité antioxydante de différents extraits de S. nigrum L.

FRAP
Echantillon DPPH Fe?* (mM /g) Test d'hémolyse
ICso AEAC Protection (%)
TF 0.007+0.001%° 257.43+0.11% 55.95+0.144%
TL 0.009+0.000° 192.73+0.19¢ 39.24+0.21'
TS 0.013+0.002¢% 199.87+0.28¢ 50.27+0.12¢
BF 0.006+0.001? 211.13+0.03¢ 67.8440.25°
BL 0.012+0.002¢ 260.87+0.21% 44.98+0.33"
BS 0.014+0.002° 196.83+2.06% 57.43+0.119
EF 0.008+0.001°¢ 203.70+0.17¢ 60.65+0.67°
EL 0.013+0.002% 152.100.12" 28.12+0.03
ES 0.021+0.001° 107.8340.21" 52.75+0.17"
Acide ascorbique 0.013+0.0029 - 72.07+0.33%
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Figure I11.29: Activité d'extinction du DPPH de neuf extraits de S. nigrum L. sauvage
collectés dans trois régions différentes d'Algérie
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De plus, la diminution de I'absorption du DPPH en présence de standards antioxydants peut
étre utilisée pour calculer la constante de liaison et 1'énergie libre. Par ailleurs, le décalage des
valeurs de longueur d'onde peut étre utilisé pour déterminer le mode d'interaction ; ces résultats ont
été inspirés par 1'é¢tude de la liaison des molécules de médicaments a I'ADN [145]. Un temps de
réaction prolongé entre les échantillons et le DPPH dans le méme solvant entraine une baisse
significative de I'absorbance globale. Sur la base de cette diminution d'absorbance, la constante de
liaison a été calculée en utilisant 1'équation de Benesi-Hildebrand, qui est utilisée pour quantifier la
constante de liaison intrinséque d'un médicament anticancéreux ou sa constante de liaison avec
I'ADN [146].

Ay & & 1

A—A0_8—80+6—60K[C]

Ou K est la constante de liaison. Ag et A représentent l'absorbance du DPPH en l'absence et
en présence des standards antioxydants, respectivement. g et € sont leurs coefficients d'absorption,

respectivement. [C] est la concentration du standard antioxydant (Tableau III. 11).
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Tableau Ill.11: Calcul de la constante de liaison pour différents extraits de S. nigrum L.

S. nigrum | Equation R? K [L.mol!] AG [KJ.mol]
TF y=-0.015x - 0.293 0.88 19.53 -7.37

TL y=-0.019x - 0.422 0.89 22.21 -7.69

TS y=-0.03x -1.44 0.91 48 -9.6

BF y =-0.0088x - 0.2862 0.996 32.52 -8.63

BL y =-0.01944x - 0.034 0.87 1.74 -1.37

BS y=-0.0151x - 0.7292 0.982 48.29 -9.61

EF y =-0.0087x - 0.5426 0.998 62.37 -10.25

EL y=-0.0124x - 0.674 0.990 54.35 -9.9

ES y=-0.022x - 0.7 0.898 31.81 -8.58

I11.1.8.2. Détermination de l'activité antioxydante par le pouvoir antioxydant de réduction
ferrique (FRAP)

Compar¢ a d'autres tests qui évaluent l'inhibition des radicaux libres, le test FRAP est le seul
qui analyse directement les antioxydants (ou réducteurs) dans un échantillon [147]. Les valeurs du
test FRAP indiquées dans le Tableau III. 10, représentent la concentration d'antioxydants donneurs
d'électrons associés a la réduction du fer ferrique (Fe**) en ion ferreux (Fe?*) [148]. L'extrait de
feuilles de S. migrum L. de Beskra a montré un FRAP plus élevé (BL; 260,9) que les fruits de
Tébessa (TF; 257,34) et les fruits de Beskra (BF; 211,18). Tous les échantillons ont présenté des
FRAP significativement différents, avec des valeurs variant de 107,85 a 260,9 mM Fe?*/g (poids sec)

(Figure III. 30).
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Figure I11.30: Activité antioxydante des extraits de S. nigrum L. par pouvoir antioxydant réducteur
ferrique (FRAP)

II1.1.9. Analyse en Composantes Principales (ACP)

L'analyse en composantes principales (ACP) a été utilisée pour obtenir une compréhension
plus approfondie de la connexion entre le contenu total des différents composants chimiques calculés
pour chacun des neuf extraits et l'activité antioxydante mesurée par les tests DPPH et FRAP.
L'objectif de cette étude était de mettre en lumicre les relations entre les six constituants principaux
des neuf extraits de plantes, a savoir la teneur totale en phénols (TPC), la teneur en flavonoides
(TFC), les tanins, les proanthocyanidines, la vitamine C et les alcaloides. L'activité antioxydante
mesurée par les tests DPPH et FRAP peut étre consultée dans la Figure III. 31 et le Tableau III. 12,

respectivement.

Selon les résultats de 'analyse statistique qui figurent dans le tableau, la corrélation entre tous

les composés chimiques et les résultats du test DPPH a été trouvée négative. Cela est dii au fait que
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l'activité antioxydante du test DPPH s'est révélée plus efficace lorsque la concentration ICsy était plus

faible.

Le Tableau III. 13 montre que tous les composés avaient une tres forte corrélation, car
'augmentation de la concentration des composés entrainait une diminution de la concentration d'ICso,
avec des coefficients de corrélation pour les six composés TPC, TFC, tannin, proanthocyanidines,
vitamine C et alcaloides respectivement de -0,29836, -0,71371, -0,76237, -0,63373, -0,60105 et -

0,35403 (comme indiqué dans le Tableau III. 12).

Le Tableau III. 13 illustre la forte connexion entre les composés chimiques et les résultats du
test d'activité antioxydante a l'aide du test FRAP. La relation entre les deux groupes a été jugée
satisfaisante et positive. Cela est dii au mécanisme des produits chimiques dans ce test antioxydant,
qui est responsable de cette association positive. La vitamine C et les tanins ont montré la plus forte
corrélation avec le test FRAP, avec des coefficients de corrélation respectifs de 0,52347 et 0,51368.
Les autres composés ont montré une corrélation de modérée a forte, avec des coefficients de
corrélation pour TPC, TFC et proanthocyanidines respectivement de 0,23047, 0,37253 et 0,34385. La
vitamine C et les tanins ont produit la plus forte corrélation, tandis que le coefficient de corrélation

pour les alcaloides était de -0,02724, indiquant que la corrélation inverse n'était pas tres forte.

Des corrélations positives fortes avec la TFC, les tanins et les proanthocyanidines ont été
trouvées, et les données structurelles présentées dans la Figure 30 fournissent des preuves
supplémentaires de la robustesse de ces corrélations. Selon les données présentées dans le Tableau 8§,
la composante principale F1 a montré une forte corrélation positive avec la TFC (r = 0,41825), les

tanins (r = 0,41825) et les proanthocyanidines (r = 0,40089).
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Les résultats du test de Tukey (Tableau III. 13) confirment qu'il existe de grandes variations

entre la zone de récolte et la partie de la plante en ce qui concerne leur efficacité dans I'activité

antioxydante, car il est clair que I'échantillon BF est le meilleur. Par conséquent, la région de Tébessa

est la meilleure zone de récolte, et la partie feuille est la meilleure partie de la plante.

Tableau II1.12: Matrice de corrélation entre le contenu chimique et l'activité antioxydante des
extraits de plantes

TPC TFC Tannin Proantho- | Vitamine | Alcolaids | DPPH FRAP
cyanidin | C

TPC 1 0.40335 | 0.3869 | 0.29468 | 0.68767 | 0.24912 | -0.29836 | 0.23047
TFC 0.40335 1 0.92158 | 0.90794 | 0.82593 | 0.88579 | -0.71371 | 0.37253
Tannin 0.3869 | 0.92158 1 0.95028 | 0.76529 | 0.72839 | -0.76237 | 0.51368
Proantho-
cyanidin 0.29468 | 0.90794 | 0.95028 1 0.73841 | 0.81997 | -0.63373 | 0.34385
VitamineC | 0.68767 | 0.82593 | 0.76529 | 0.73841 1 0.63174 | -0.60105 | 0.52347
Alcolaids | 0.24912 | 0.88579 | 0.72839 | 0.81997 | 0.63174 1 -0.35403 | -0.02724
DPPH -0.29836 | -0.71371 | -0.76237 | -0.63373 | -0.60105 | -0.35403 1 -0.70951
FRAP 0.23047 | 0.37253 | 0.51368 | 0.34385 | 0.52347 | -0.02724 | -0.70951 1

88




Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau II1.13: Corrélation entre les variables (teneur chimique et activite antioxydante) et les
facteurs pour les extraits de plantes

Coefficients de PC1 Coefficients de PC2
TPC 0.225 -0.14526
TFC 0.42079 0.17815
Tannin 0.41825 0.02589
Proanthocyanidin 0.40089 0.20898
Vitamine C 0.3898 -0.07314
Alcolaids 0.33449 0.53723
DPPH -0.34301 0.36903
FRAP 0.23489 -0.68751
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Figure I11.31: Analyse des composantes principales de TPC, TFC, tannin, proanthocyanidines,
vitamine C et alcaloides pour les neuf extraits de plantes et l'activité antioxydante. Les pourcentages
PC I et PC 2 représentent respectivement la plus grande et la deuxieme plus grande variance dans
les données sur l'axe des X et l'axe des Y
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[11.1.10. Essai d'Inhibition de 'Hémolyse Oxydative

L'essai d'inhibition de 1'hémolyse oxydative est basé sur la capacit¢ des antioxydants a
prévenir les dommages membranaires induits par les radicaux libres dans les érythrocytes.
L'avantage de cette approche est qu'elle utilise des radicaux peroxyles comme pro-oxydants et les
érythrocytes comme cibles oxydables, ce qui permet d'obtenir des résultats qui représentent une
micro-localisation biologiquement significative des antioxydants et de l'activité de piégeage des
radicaux [149]. Le pourcentage d'hémolyse a été calculé comme indiqué dans le Tableau II. 5, et le
pourcentage d'hémolyse est inversement li¢ a l'activité antioxydante de l'extrait. Un pourcentage
¢levé indique une activité antioxydante plus faible. Comme le montre le Tableau III. 10 et la Figure
III. 32, l'extrait de fruits de S. nigrum L. provenant de la région d'El-Oued (EF) a le pourcentage le
plus bas (14,6 %), juste au-dessus de celui du médicament antioxydant de référence (acide
ascorbique ; 12,07 %), suivi des fruits de Tébessa (TF ; 17,9 %) et des tiges de Tébessa (TS ; 18,2
%). Le pourcentage d'hémolyse le plus €levé a été enregistré par l'extrait de tige de S. nigrum L.

provenant de la région d'El-Oued.
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Figure I11.32: Activité antihémolytique des extraits de S. nigrum L.

II1.1.11. Analyse en Composantes Principales (ACP)

L'analyse en composantes principales (ACP) a été utilisée afin d'acquérir une compréhension
plus approfondie des relations entre le contenu total de divers composants chimiques calculés pour
chacun des neuf extraits et le test d'hémolyse. En examinant les neuf extraits de plantes et le test
d'hémolyse, cette étude visait a mettre en lumiere les relations existant entre les six composants
principaux, qui sont les suivants : TPC, TFC, tanin, proanthocyanidines, vitamine C et alcaloides.

Les résultats de cette enquéte sont présentés dans la Figure III. 33 et le Tableau I11.14.

Selon les résultats de 1'analyse statistique réalisée, qui sont présentés dans le tableau, la
corrélation entre tous les composés chimiques et les résultats du test d'hémolyse était une corrélation
forte et positive. Cela indique que le pourcentage de protection augmente proportionnellement a la

concentration des composés chimiques.
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Le coefficient de corrélation pour le TPC était de 0,97698, ce qui indique que la concentration
de TPC a une influence trés significative sur le taux de protection. Le Tableau III. 14 démontre que la
corrélation entre le TPC et le taux de protection était extrémement élevée et trés proche de 1. Le
coefficient de corrélation pour la vitamine C était de 0,62896, et le coefficient de corrélation pour les
autres composants chimiques était le suivant : la vitamine C a également montré un lien substantiel
avec les autres composés chimiques. Le TFC, le tanin et la proanthocyanidine avaient chacun des
valeurs de corrélation de 0,29827, 0,3147 et 0,20262, respectivement, se situant dans une fourchette
modérée a forte. Le coefficient de corrélation pour les alcaloides était de 0,09513, indiquant que la

connexion était trés faible bien qu'elle soit positive.

Une connexion positive significative avec le TPC a été trouvée, et cette découverte est
soutenue par les ¢léments structurels présentés dans la Figure 31. PC1 a montré une forte relation
positive avec le TFC (r = 0,28985), tandis que PC2 a révélé une forte relation positive avec le TFC (r

=0,57856). Ces informations sont illustrées dans le Tableau III.15.

Les résultats du test de Tukey (Tableau III. 15 et Figure 33) confirment qu'il existe des
différences significatives entre la zone de récolte et la partie de la plante en ce qui concerne leur
efficacité¢ a protéger les globules rouges. Il est ¢également clair que 1'échantillon BF est le meilleur
¢chantillon. Par conséquent, la région de Tébessa est considérée comme la meilleure zone de récolte,

et la partie feuillue est la meilleure partie de la plante.
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Tableau Il1.14: Matrice de corrélation entre le contenu chimique et le test d'hémolyse des extraits de

plantes

TPC TFC Tannin Proanthocyanidin | Vitamine C | Alcolaids Hemolysis
TPC 1 0.40335 0.3869 0.29468 0.68767 0.24912 0.97698
TFC 0.40335 1 0.92158 0.90794 0.82593 0.88579 0.29827
Tannin 0.3869 0.92158 1 0.95028 0.76529 0.72839 0.3147
Proanthocyanidin | 0.29468 | 0.90794 | 0.95028 1 0.73841 0.81997 0.20262
Vitamine C 0.68767 | 0.82593 | 0.76529 0.73841 1 0.63174 0.62896
Alcolaids 0.24912 | 0.88579 | 0.72839 0.81997 0.63174 1 0.09513
Hemolysis 0.97698 | 0.29827 0.3147 0.20262 0.62896 0.09513 1

Tableau I11.15: Corrélation entre les variables (teneur chimique et test d'hémolyse) et les facteurs

pour les extraits de plantes

Coefficients de PC1 Coefficients de PC2

TPC 0.28985 0.57856
TFC 0.43579 -0.195

Tannin 0.42136 -0.17682
Proanthocyanidin 0.41333 -0.26925
Vitamine C 0.42136 0.14588
Alcolaids 0.37215 -0.31254
Hemolysis 0.24829 0.63602
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Figure I11.33: Analyse en composantes principales biplot de TPC, TFC, tannin, proanthocyanidines,
vitamine C et alcaloides pour les neuf extraits de plantes et le test d'hémolyse. Les pourcentages PC
1 et PC 2 représentent respectivement la plus grande et la deuxieme plus grande variance dans les
données sur l'axe des X et l'axe des Y

L'objectif de cette partie de I'¢tude était d'examiner la corrélation entre la composition
chimique phénolique de S. nigrum L. et son activité antioxydante. Quinze composés polyphénoliques
ont été précédemment rapportés comme les principaux composés isolés et identifiés a partir de
l'extrait méthanolique de S. nigrum L., selon le rapport de Chen, X., et al., 2022 [150], et étaient
listés dans le tableau supplémentaire. Sur la base des propriétés physico-chimiques et ADME des
principaux composés phénoliques rapportés dans S. nigrum L., une étude de docking in silico a été

réalisée sur seulement dix composés afin de déterminer le mécanisme potentiel d'action antioxydante.

IT1.2. Synthése et caractérisationdes nanoparticules et leurs applications

[I1.2.1. Caractérisation
[1.2.1.1. Spectrophotometre UV-visible

La spectroscopie UV-Vis, comme le montre la Figure III. 34, illustre les spectres d’absorption

de divers matériaux, notamment le chitosane, les nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnONPs), le
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complexe chitosane-ZnONPs, et le composite chitosane-ZnO/PVP. Pour le chitosane, une premiére
bande d'absorption est observée a 270 nm, ce qui est attribué a la transition €lectronique n-n* du
groupe amine présent dans le chitosane. Autrement dit, les électrons de I’amine subissent une
transition électronique depuis 1’orbitale non-liante (n) vers 1’orbitale anti-liante (w*) lors de

I’absorption lumineuse a 270 nm [151].

Le spectre d’absorption UV-visible des ZnONPs, obtenus a partir d’un extrait de plante de
Solanum nigrum L., présente un maximum d’absorption a 356 nm, caractéristique des nanoparticules
d’oxyde de zinc. La forme du spectre UV-visible est semblable a celle signalée dans des études

antérieures [152].

En ce qui concerne les nanoparticules de chitosane-ZnO (Figure III. 33c), la conjugaison des
ZnONPs avec le chitosane provoque un décalage vers le bleu du maximum d’absorption de ZnO vers
une longueur d’onde plus courte, passant de 356 nm a environ 310 nm. Cela est interprété comme
étant 1i€ a une interaction réduite entre le ZnO et le chitosane, dont la longueur d'onde d’absorption
se situe vers 372 nm pour le ZnO macrocristallin [129]. Un décalage similaire est observé dans le
complexe Chitosane-ZnO/PVP (Figure III. 33d), ou le maximum d’absorption apparait a 312 nm.
Ces observations s’accordent avec la théorie de Kubo, qui suggere qu’en diminuant le diametre des

nanoparticules, la bande d'absorption subit un décalage vers le bleu [153].

Les pics observés dans les spectres d’absorption UV-Vis du chitosane, des ZnONPs et des
complexes chitosane-ZnONPs sont associés a des transitions €lectroniques spécifiques des groupes
fonctionnels ou substances présentes dans les échantillons. Ces résultats renforcent notre
compréhension des transitions électroniques au sein des complexes étudiés et des interactions

spécifiques entre les différents matériaux utilisés [154].

95



Chapitre 111 Résultats et discussion

Ce décalage vers le bleu des nanoparticules de ZnO lorsqu'elles sont en interaction avec le
chitosane ou le PVP indique non seulement une variation de la taille des particules mais également
une possible altération de leurs propriétés optiques, offrant de nouvelles perspectives dans les

applications optiques et biomédicales de ces nanocomposites.

L'énergie de la bande interdite est une propriété cruciale qui détermine les caractéristiques
¢électroniques et optiques des matériaux, en particulier des semi-conducteurs comme l'oxyde de zinc
(ZnO) et des biopolymeéres tels que la chitine. Dans la présente étude, les énergies de la bande
interdite de la chitine, des nanoparticules (NPs) de ZnO, des NPs de chitine-ZnO et du composite
chitine-ZnO/PVP ont été systématiquement analysées en tragant (hv)? contre I'énergie photonique
(eV), comme illustré dans la Figure III. 34 a), b) et c). Les énergies de bande interdite obtenues
¢taient de 3,48 eV pour les NPs de ZnO, 3,33 eV pour les NPs de chitine-ZnO et 3,20 eV pour le

composite chitine-ZnO/PVP.

Ces résultats mettent en évidence une réduction notable de 1'énergie de la bande interdite lors
de l'incorporation de chitine et de polyvinylpyrrolidone (PVP) dans la matrice de ZnO. L'énergie de
la bande interdite de la chitine pure, a 3,98 eV, indique qu'elle posséde des propriétés isolantes, ce
qui est typique des biopolymeres. Cependant, lorsque les NPs de ZnO ont été introduites, la bande
interdite a diminué de maniere significative a 3,48 eV. Cette réduction est attendue en raison des
effets de confinement quantique et de la mobilité des €lectrons améliorée dans les nanoparticules de

ZnO, caractéristiques des matériaux semi-conducteurs.

De plus, le composite chitine-ZnO a présenté une bande interdite de 3,33 eV, ce qui suggere
que l'interaction entre la chitine et les NPs de ZnO facilite de meilleurs mécanismes de transfert de

charge. Cette interaction est attribuée aux interactions électrostatiques et chimiques entre les groupes
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fonctionnels de la chitine et le ZnO, ce qui peut conduire a une séparation plus efficace des électrons

et des trous lors des processus photocatalytiques.

La diminution la plus significative de I'énergie de la bande interdite a ét¢ observée dans le
composite chitine-ZnO/PVP, qui a atteint une bande interdite de 3,20 eV. La présence de PVP non
seulement améliore la stabilisation des NPs de ZnO au sein de la matrice de chitine, mais peut
¢galement introduire des états électroniques supplémentaires dans la bande interdite. Cette
modification structurale facilite probablement des processus de séparation et de transfert de charge

encore plus efficaces, améliorant 1'activité photocatalytique du matériau.

En résumé, les résultats indiquent que 1'encapsulation des NPs de ZnO au sein de la chitine et
du PVP modifie de maniére significative les propriétés optiques des nanoparticules, réduisant leur
énergic de bande interdite. Cette réduction améliore le potentiel du matériau pour diverses
applications, y compris la photocatalyse et comme agent antimicrobien, ou une meilleure absorption
de la lumiere et une dynamique des porteurs de charge efficaces sont essentielles pour des

performances optimales.
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Figure I11.34: Spectres UV-Vis et bande interdite d'énergie optique de ZnONPs, Chitosane-ZnONPs
et Chitosane-ZnO/PVP
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I11.2.1.2 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie FTIR (spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier) est une technique
essentielle pour examiner les interactions chimiques et les structures moléculaires des composés
¢tudiés. Dans cette analyse, les spectres FTIR des divers composants (Figure III. 34), notamment le
chitosan, les nanoparticules de ZnO, le PVP, ainsi que les nanocomposites chitosan-ZnO et chitosan-

ZnO/PVP, sont présentés afin de mettre en évidence leurs caractéristiques chimiques distinctes.

L'extrait de S. nigrum présente plusieurs pics d'absorption a des longueurs d'onde spécifiques.
Les bandes observées a 3488 cm™', 2991 cm™, 2802 cm™, 1695 cm™, 1417 cm™ et 1055 cm™ sont
attribuées a des groupes fonctionnels variés, tels que les amines (NH2), les groupes méthyle (CH3),
les groupes méthyléne (CHb»), les carbonyles (C=0), les liaisons C-N et les éthers (C-O-C) [131]. La
présence de ces groupes fonctionnels dans I'extrait de plante indique une richesse chimique
potentiellement bénéfique, suggérant la possibilité d'interactions avec d'autres matériaux. Ces
interactions pourraient renforcer les propriétés antimicrobiennes ou antioxydantes de l'extrait

lorsqu'il est combiné avec d'autres composés comme le chitosan ou les nanoparticules de ZnO.

Le chitosan, en tant que polysaccharide dérivé de la chitine, présente plusieurs groupes
fonctionnels importants. Les pics d'absorption identifiés a des longueurs d'onde spécifiques, tels que
3488 cm™, 2991 cm™, 2802 cm!, 1695 cm™, 1417 cm™ et 1055 cm™', sont attribués aux amines
(NH»), aux groupes méthyle (CHs), aux groupes méthyléne (CHz), aux carbonyles (C=0O), aux
liaisons C-N et aux éthers (C-O-C) [155]. Ces groupes fonctionnels sont cruciaux pour les propriétés
biologiques et chimiques du chitosan, notamment ses capacités antimicrobiennes et ses applications

dans les systémes de délivrance de médicaments. La présence de ces groupes suggere que le chitosan
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est un matériau réactif, capable de former des liaisons avec d'autres composés, ce qui est fondamental
pour sa fonctionnalisation dans des applications biomédicales [156].

Les nanoparticules de ZnO montrent un pic d'absorption distinct a 514 cm’!

, indiquant la
vibration de liaison Zn=0. Ce pic est significatif car il confirme la structure chimique des
nanoparticules de ZnO dans le mélange, ce qui est essentiel pour assurer leurs propriétés
antimicrobiennes. Les nanoparticules de ZnO sont bien connues pour leur efficacité en tant qu'agents
antimicrobiens, agissant par la libération d'ions Zn(Il) et la génération de radicaux libres, qui peuvent
endommager les membranes cellulaires des bactéries [157].

En ce qui concerne le nanocompositechitosan-ZnO, 1'analyse FTIR révele un nouveau pic
entre 524 et 529 cm’!, qui n'apparait pas dans le spectre du chitosan seul. Ce pic correspond a la
vibration de stretch symétrique du ZnO, indiquant une interaction directe entre les nanoparticules de
ZnO et le chitosan. Cette interaction est cruciale car elle contribue a la stabilité du nanocomposite et
peut renforcer ses propriétés antimicrobiennes, en permettant une synergie dans les mécanismes
d'action des deux composants [158].

Les modifications des pics FTIR observées pour le nanocompositechitosan-ZnO indiquent
également un décalage de la bande caractéristique du groupe NH a une fréquence plus basse, a 3451
cm™! [159]. Cela suggere la formation de liaisons hydrogéne entre le chitosan et le ZnO, ce qui peut
améliorer la stabilit¢é du nanocomposite et augmenter son efficacit¢é dans des applications
antimicrobiennes. De plus, le rétrécissement de la bande a 1626 cm™! indique une interaction accrue,
signalant une conjugaison des groupes fonctionnels hydroxyles et amines du chitosan avec les
nanoparticules de ZnO.

Pour le PVP, le spectre FTIR montre une bande a 1734 cm’!, attribuée a I'étirement

intermédiaire du C=O dans I'anneau de pyrrolidone. Ce pic révele également la présence de groupes
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fonctionnels dans le PVP, qui peuvent interagir avec les nanoparticules de ZnO et le chitosan. Ces
interactions sont essentielles pour la formation de nanocomposites stables et homogeénes, contribuant
ainsi a I'amélioration des propriétés fonctionnelles du systéme global [157].

Le nanocompositechitosan-ZnO/PVP est structuré de maniére a tirer parti des interactions
entre le chitosan, les nanoparticules de ZnO et le PVP pour améliorer sa stabilité et ses propriétés
fonctionnelles. Le spectre FTIR montre des pics caractéristiques confirmant 1’intégration du ZnO
dans la matrice, notamment un pic entre 524 et 529 cm’!, indicatif des liaisons entre le ZnO et le
chitosan. Les groupes fonctionnels amine et hydroxyle du chitosan interagissent avec les
nanoparticules de ZnO via des liaisons hydrogéne, renforcant ainsi la structure du composite [160].
Le PVP joue un rdle stabilisateur, empéchant I'agglomération des nanoparticules et assurant une
dispersion homogene, ce qui confére au matériau des propriétés accrues en termes de stabilité, de

biocompatibilité et d'efficacité antimicrobienne [158].
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Figure I11.35: Spectres FTIR de : extrait de S. nigrum, chitosane, ZnONPs , chitosane-ZnO, PVP et
chitosane-ZnO/PVP NPs
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I11.2.1.3 Diffraction des rayons X (XRD.2.13)

La diffraction des rayons X (XRD) a permis d'étudier la structure cristalline des différents
matériaux, notamment la chitosane, les nanoparticules de ZnO (ZnONPs), le complexe chitosane-
Zn0O et le nanocompositechitosane-ZnO/PVP. Les résultats de cette analyse, représentés dans la
figure 35 (a-e), offrent des informations cruciales sur la cristallinité et 1'organisation structurelle de

chaque composant.

Dans le diffractogramme de la chitosane, trois pics de diffraction distincts sont visibles aux
angles de 10,4°, 19,9° et 29,1°, correspondant respectivement aux plans (020), (110) et (100) de la
structure cristalline de la chitosane [161]. La différence d’intensité entre les pics, notamment
I’intensité plus faible du pic a 10,4° par rapport a celui de 19,9°, peut étre attribuée a la formation de
liaisons hydrogeéne intramoléculaires durant le processus de désacétylation. Ces liaisons hydrogéne
influencent la cristallinité et la structure de la chitosane, en renforcant l'organisation de la structure
cristalline. Le degré de cristallinité de la chitosane a été¢ déterminé en calculant l'indice de cristallinité
selon la formule suivante [162].

(1110 - Iam)

Crystallinity index =
I110

Ou Lim correspond a l'intensité de diffraction amorphe centrée autour de 26 = 10,4°, et I110 représente
I’intensité de diffraction maximale a 20 = 19,9°. La valeur calculée de 74,5 % indique un degré de

cristallinité relativement élevé de la chitosane.

Pour les nanoparticules de ZnO (ZnONPs), plusieurs pics de diffraction sont observés aux

angles suivants : 32,1°, 34,9°, 36,8°, 47,2°, 56,7°, 62,3°, 66,5°, 67,7°, 68,8° et 72,9°. Ces pics sont
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associés aux plans cristallins (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112), (201) et (004)
respectivement, confirmant la structure cristalline bien définie du ZnO sous la phase hexagonale
wurtzite (selon la carte JCPDS n° 01-079-0205) [163]. Cette structure est caractéristique du ZnO et
révele une organisation cristalline stable, souvent observée dans les nanoparticules de ZnO de haute

qualité.

Dans le complexe chitosane-ZnO, les pics caractéristiques de la chitosane a 10,4° et 19,9°
sont moins prononcés, ce qui indique une interaction et une intégration entre la chitosane et le ZnO.
Les autres pics de diffraction observés dans le complexe chitosane-ZnO correspondent aux mémes
plans cristallins que ceux du ZnO pur, mais avec une intensité plus marquée, soulignant une
cristallinité accrue du ZnO au sein du complexe. Cette augmentation de la netteté et de I’intensité des
pics indique la formation réussie du complexe chitosane-ZnO a 1'échelle nanométrique, confirmée
par la présence des pics caractéristiques du ZnO et les modifications d’intensité des pics de la

chitosane [164]

Dans le cas du nanocomposite chitosane-ZnO/PVP, les structures cristallines distinctes de la
chitosane, du ZnO et du PVP sont identifiables, mais I’intensité des pics est réduite. Cette diminution
de Dintensit¢ des pics dans le nanocomposite suggere que le complexe chitosane-ZnO est
completement intégré dans la matrice polymérique du PVP, formant une structure homogene. Cette
intégration efficace dans les chaines polymériques de PVP a été confirmée par la diminution de
l'intensité des pics de diffraction, ce qui indique une dispersion uniforme des particules dans la
matrice polymere. Ces résultats de 1’analyse XRD sont cohérents avec ceux obtenus par
spectroscopie UV-visible et FTIR, renforcant la conclusion que le nanocompositechitosane-
ZnO/PVP est bien structuré et homogeéne, avec des interactions moléculaires stables entre ses

composants [165].
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Les données de diffraction XRD ont permis de déterminer l'indice de cristallinité ainsi que la
taille moyenne des cristallites des différents échantillons. Comme le montre le tableau III 16, les
valeurs de cristallinité obtenues pour les nanoparticules de ZnO, le chitosan-ZnO et le chitosan-
ZnO/PVP sont respectivement de 85,7 %, 78,4 % et 80,2 %. Ces résultats montrent que I'ajout de
chitosan et de PVP influence 1égeérement la cristallinité par rapport aux nanoparticules de ZnO seules.
En ce qui concerne la taille moyenne des cristallites, elle a été mesurée a 15,3 nm pour les
nanoparticules de ZnO, a 17,8 nm pour le composite chitosan-ZnO et a 30,1 nm pour le chitosan-

ZnO/PVP.

Cette augmentation de la taille des cristallites dans le chitosan-ZnO/PVP pourrait étre due a
une meilleure dispersion des nanoparticules dans la matrice de polymeére ainsi qu’a des interactions
stabilisantes entre le ZnO, le chitosan et le PVP, favorisant une cristallisation plus marquée. En
intégrant le PVP, le composite gagne en stabilité structurale, et les cristallites plus larges augmentent
potentiellement les propriétés mécaniques et la durabilité du matériau, tout en conservant une bonne

cristallinité.
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Figure I11.36: Diagramme de diffraction des rayons X (DRX) de : chitosane, ZnONPs, PVP,
chitosane-ZnONPs et chitosane-ZnO/PVP NPs

Tableau I11.16: Résumé des différentes caracteristiques de ZnONPs, chitosane-ZnONPs et chitosane-
ZnO/PVP NPs

Taille des cristallites Bande interdite (eV)
Echantillon (nm) Cristallinité (%)
ZnONPs 15.3 85.70 3.48
Chitosan-ZnO 27.8 78.40 3.33
Chitosan-ZnO/PVP 30.1 80.20 3.20
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¢lectronique a balayage (SEM.2.1.4 Microscopie):

L’analyse au microscope ¢électronique a balayage (SEM) a été effectuée pour examiner la
forme et la distribution de taille des différents matériaux, a savoir la chitosane, les nanoparticules de
Zn0O (ZnONPs), le complexe chitosane-ZnO et le nanocompositechitosane-ZnO/PVP. Les résultats
de cette analyse sont représentés dans la figure 36 : la chitosane apparait en figure 36a, les ZnONPs
en figures 36b et 36¢c, le complexe chitosane-ZnONPs en figures 36d et 36e, et enfin le

nanocompositechitosane-ZnO/PVP en figure 36f.

La surface de la chitosane, extraite des carapaces de crevettes, présente une texture rugueuse
et irréguliére, caractérisée par de nombreux sillons. Cette morphologie spécifique est influencée par
divers parametres, notamment le degré de désacétylation, 1’indice de cristallinité, le niveau de
polymérisation et les conditions de température appliquées lors de la préparation. Ces parametres
jouent un role crucial en modifiant I’organisation et la compacité de la chitosane, lui conférant une

structure unique qui peut aussi affecter ses propriétés de liaison et d’encapsulation.

Pour les nanoparticules de ZnO, les images SEM révelent des agrégats de forme sphérique et
elliptique, avec quelques particules isolées et bien dispersées dans la matrice. La taille moyenne de
ces nanoparticules est d’environ 12 nm. La morphologie et la taille des ZnONPs sont influencées par
plusieurs facteurs, tels que la concentration en ions Zn(Il), la quantité de chitosane présente, ainsi que
les conditions de température et de pH lors de la syntheése. Ces parametres influencent les
mécanismes de nucléation et de croissance des particules, entrainant la formation d’agrégats de

tailles et de formes variées.

Lors de I’encapsulation des ZnONPs avec la chitosane, la morphologie des particules subit
des changements visibles. Le complexe chitosane-ZnO se présente sous la forme d’agrégats de

différentes formes, principalement sphériques, ovales et cristallines. Cette variation morphologique
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résulte de I’encapsulation des agrégats de ZnO par la chitosane, qui entoure les particules et modifie
leur aspect global. Comparativement aux ZnONPs non enrobés, les particules de chitosane-ZnONPs
montrent une structure plus définie et organisée, confirmant 1’efficacité de I’encapsulation. Cette
encapsulation permet également une meilleure stabilisation des nanoparticules et favorise leur

dispersion homogene.

Enfin, le diamétre moyen des nanoparticules de chitosane-ZnO atteint environ 21 nm, ce qui
est plus élevé que celui des ZnONPs seuls. Cette augmentation de la taille moyenne s’explique par
I’ajout de la couche de chitosane autour des ZnONPs, qui accroit leur dimension totale. Ces
observations, issues de I’analyse SEM, confirment que la chitosane joue un réle clé¢ dans la
structuration et la stabilisation des nanoparticules, permettant potenticllement de nouvelles
applications grace a ses propriétés d’encapsulation et a sa compatibilit¢ avec d’autres polymeres,

comme le PVP dans le cas du nanocompositechitosane-ZnO/PVP.
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Figure I11.37: Images MEB de (a) Chitosn (b.c) ZnONPs et (d.e) Chitosan-ZnONPs et (f) Chitosan-
ZnOPVPNPs
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I11.2.1.4 L’analyse de la stabilité thermique:

L'analyse de la stabilité thermique des matériaux, représentée dans la figure III. 38, examine
les courbes de stabilité thermique de la chitosane, des nanoparticules de ZnO (ZnONPs), du
complexe chitosane-ZnO, et du nanocompositechitosane-ZnO/PVP. La premicere perte de poids de
tous les matériaux est observée a des températures inférieures a 100 °C, principalement due a
'évaporation de 1'humidité résiduelle. Par la suite, une seconde perte de poids survient entre 200 et
600 °C, li¢e a la perte d'eau cristalline retenue, notamment dans les cas des ZnONPs et des chitosane-
ZnONPs. La décomposition initiale de la chitosane débute a des températures supérieures a 200 °C,
et cette perte de masse est attribuée au détachement des groupes fonctionnels de sa structure
principale. La décomposition de la chitosane se poursuit jusqu'a environ 800 °C, stade auquel le

matériau est complétement carbonisé, atteignant ainsi une stabilité thermique.

La stabilité thermique des ZnONPs est obtenue autour de 450 °C, tandis que le complexe
chitosane-ZnO atteint sa stabilit¢ thermique vers 600 °C. Ces changements marqués dans les
propriétés thermiques entre la chitosane seule, les ZnONPs et leur matériau composite montrent que
la chitosane a une sensibilité thermique plus élevée, une observation liée a la rapidité de dégradation
de ses composants polysaccharidiques. Les polysaccharides, composés de longues chaines de sucres,
sont intrinséquement sensibles a la dégradation thermique. La décomposition des molécules de
chitosane a haute température est due aux ruptures ou aux interactions chimiques entre les unités de

N-acétylglucosamine et de glucosamine [164].

En comparaison, les ZnONPs et le complexe chitosane-ZnONPs présentent une plus grande
stabilité thermique sous des conditions similaires. Cela montre que 1'ajout de chitosane n'altére pas de
maniere significative les propriétés thermiques des nanoparticules, mais qu’au contraire, les ZnONPs

augmentent la stabilité thermique globale de la chitosane. Des études antérieures corroborent cette
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amélioration de la stabilité thermique de la chitosane lorsqu’elle est enrobée par des nanoparticules
de ZnO, ce qui est di a la présence de ZnO qui agit comme une barri€re protectrice contre la

dégradation thermique [166].

Les caractéristiques thermiques du nanocompositechitosane-ZnO/PVP ont été étudiées par
analyse thermogravimétrique (TGA), et les réponses thermo-gravimétriques de ce
nanocompositesont également représentées dans la figure 7. La premicre perte de poids observée
entre la température ambiante et 100 °C est attribuée a la déshydratation des molécules d'eau

présentes dans tous les matériaux a base de chitosane et de PVP.

L’évolution thermique des nanocompositeschitosane-ZnO/PVP montre deux phases distinctes
de perte de poids, entre 100-410 °C et 410-590 °C, correspondant respectivement a la carbonisation
de PVP et des polysaccharides. La dérivée de poids du nanocompositechitosane-ZnO/PVP indique
une perte de masse significative de 41 %, ce qui témoigne d'une amélioration notable de la stabilité
thermique du nanocomposite. Ces observations confirment que l'incorporation de ZnO et de PVP
dans le nanocomposite améliore la résistance a la chaleur, rendant le matériau plus apte a résister a

des conditions thermiques €levées [165]
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Figure I11.38: Les courbes TGA obtenues pourchitosan, ZnONPs, chitosan-ZnONPs, et chitosan-
ZnO/PVP NPs.

[I1.2.2. Activité antioxydante
[1.2.2.1. Activité de pié¢geage des radicaux libres

L’efficacité des nanoparticules dans la neutralisation des radicaux libres, comme les radicaux
ABTS et DPPH, est cruciale en raison de leurs effets potentiels pour la santé et I’environnement en
réduisant 1’oxydation nocive. Les résultats illustrés dans la Figure 38 montrent que les nanoparticules
de ZnO (ZnONPs), ainsi que les composés chitosane-ZnO et chitosane-ZnO/PVP, possédent des
capacités variables a inhiber les radicaux ABTS, avec des taux de neutralisation maximaux atteignant
respectivement 63 %, 67 % et 87 %. Ces valeurs démontrent leur aptitude a neutraliser efficacement
les radicaux ABTS. Une tendance dépendante de la concentration a été observée : a mesure que la
concentration augmentait, les valeurs d’absorbance diminuaient et le pourcentage d’inhibition
augmentait, indiquant une inhibition accrue des radicaux avec des concentrations plus élevées

(Figure 38a et 38b).
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La comparaison de la capacit¢ de piégeage des radicaux des ZnONPs, chitosane-ZnO et
chitosane-ZnO/PVP avec I’acide ascorbique montre que tous les échantillons présentent une capacité
de piégeage des radicaux significative, cohérente avec les études antérieures soulignant le potentiel
antioxydant du chitosane et des nanoparticules de zinc [167]. En examinant également 1’activité
antioxydante vis-a-vis du DPPH, les pourcentages d’inhibition maximaux observés étaient de 51 %,
56 % et 72 % pour ZnO, chitosane-ZnO et chitosane-ZnO/PVP respectivement (Figure 39a),
indiquant une efficacité dans la neutralisation des radicaux DPPH. Comme pour ABTS, une relation
dépendante de la concentration a également été observée pour DPPH, avec une capacité d’inhibition

qui diminuait aux concentrations plus faibles (Figure 39b).

Les résultats des valeurs ICso, un indicateur de la concentration requise pour inhiber 50 % des
radicaux, indiquent que les valeurs étaient de 0,092, 0,079, 0,059 et 0,045 mg/mL respectivement
pour ZnONPs, chitosane-ZnO, chitosane-ZnO/PVP et ’acide ascorbique dans le test ABTS. Dans le
test DPPH, les valeurs ICs étaient de 0,095, 0,083, 0,061 et 0,064 mg/mL. L’incorporation du zinc
dans les matrices de chitosane puis dans les matrices de PVP a significativement amélioré 1’efficacité
de I’élimination des radicaux libres, ce qui peut étre attribué aux effets synergiques du zinc, du

chitosane et du PVP.

La capacité du zinc a inhiber les radicaux ABTS et DPPH repose sur des mécanismes de
donation d’¢€lectrons et des réactions d’oxydo-réduction. En raison de sa grande surface et de sa
réactivité €levée, le zinc est capable de transférer des ¢€lectrons aux radicaux ABTS et DPPH, les
réduisant ainsi en formes non radicalaires et stables, ce qui empéche les dommages oxydatifs [168].
Dans le test ABTS, la réduction des radicaux ABTS par les nanoparticules de zinc entraine une

diminution de I’intensité de la couleur, indiquant une inhibition efficace de ABTS. De méme, dans le
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cas du DPPH, le pi¢geage des radicaux DPPH réduit I’intensité de la couleur violette de la solution

DPPH, qui vire au jaune, ce qui indique 1’activité antioxydante des composés [169].

Le chitosane contribue également a I’inhibition des radicaux ABTS et DPPH grace a ses
propriétés antioxydantes et sa capacité a piéger les radicaux libres. En tant que biopolymeére dérivé de
la chitine, le chitosane est bien connu pour son activité antioxydante grace a ses groupes amine (-
NH;), qui peuvent interagir efficacement avec les radicaux libres comme ABTS. Ces groupes amine
agissent comme des donneurs d’électrons, neutralisant ainsi les radicaux. De plus, le chitosane peut
effectuer un transfert d’atome d’hydrogéne, renfor¢ant sa capacité de piégeage des radicaux libres

[169].

L'oxyde de zinc nanométrique (ZnQO) possede une surface ¢levée et une réactivité chimique
qui lui permettent de jouer un rdle efficace dans la neutralisation des radicaux libres. La grande
surface spécifique de ZnO favorise l'interaction directe avec les radicaux tels que ABTS et DPPH,
facilitant ainsi les réactions de transfert d'électrons. Le ZnO exerce son effet inhibiteur
principalement par don d'électrons, ce qui neutralise les radicaux libres en les réduisant en formes
stables et non radicalaires. Ce processus empéche les dommages oxydatifs et protege les cellules et
molécules environnantes contre le stress oxydatif. Par ailleurs, I’oxyde de zinc a la capacité de réagir
avec les radicaux en créant des especes réactives supplémentaires qui participent aussi a I'élimination
des radicaux nocifs. Cette propriété unique, due a la petite taille des nanoparticules et a leur structure,

permet au ZnO de stabiliser et de réduire efficacement les radicaux [117].

Le polyvinylpyrrolidone (PVP) agit comme un polymere stabilisant et dispersant qui améliore
les performances antioxydantes de ZnO lorsqu'il est incorporé dans une matrice avec ZnO et la
chitosane. Grace a ses groupes fonctionnels hydrophiles, le PVP assure une distribution homogéne

des nanoparticules de ZnO et de chitosane dans le milieu, améliorant ainsi la biodisponibilité et
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I’interaction avec les radicaux libres. Le PVP facilite aussi la formation de liaisons hydrogene et
d’interactions ¢lectrostatiques entre ses molécules et les radicaux libres, augmentant leur
neutralisation. En outre, le PVP contribue a stabiliser les particules actives de ZnO, évitant leur
agrégation et maintenant leur efficacité antioxydante. L'intégration de PVP dans le systéme augmente
ainsi la capacité globale de piégeage des radicaux grace a une dispersion optimale et une interaction

renforcée avec les radicaux [170].

L’intégration du chitosane-ZnO dans la matrice de PVP améliore encore son efficacité a
neutraliser les radicaux libres en combinant les propriétés antioxydantes du chitosane et de 1’oxyde
de zinc avec les capacités de dispersion et de stabilisation du PVP. Cette intégration permet une
distribution uniforme des sites actifs, améliore la solubilité et la biodisponibilité, et renforce les
interactions électrostatiques et les liaisons hydrogéne avec les radicaux libres. En outre, 1’activité
photocatalytique du ZnO est stabilisée dans la matrice, permettant un piégeage des radicaux plus

efficace et durable [165].
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Figure I11.39: Activité de piégeage des radicaux ABTS de l'acide ascorbique, ZnONPs, chitosane-
ZnONPs et chitosane-ZnO/PVP NPs.
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Figure I11.40: Activité de piégeage des radicaux DPPH de l'acide ascorbique, ZnONPs, chitosane-
ZnONPs et chitosane-ZnO/PVP NPs.
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Tableau Il1.17: Résultats Activité de piégeage des radicaux libres

ICs0 (mg/mL)

Echantillon ABTS DPPH
ZnONPs 0,092 + 0,09 0,095 + 0,16
Chitosan-ZnO 0,079+ 0,21 0,083 + 0,39
Chitosan-ZnO/PVP 0,059 £ 0,11 0,061 £0,01

I11.2.2.2. Activité antioxydante

Le tableau III. 18 présente les valeurs de I’activité antioxydante de trois échantillons a I’aide des tests
FRAP et TAC. Les résultats ont montré que 1’échantillon ZnONPs a enregistré les valeurs les plus
basses dans les deux tests, avec (82,11 + 1,06 mM) pour le test AEAC et (287,92 + 4,18) pour le test
TAC. Lors de I’ajout de chitosane dans 1’échantillon Chitosan-ZnO, les valeurs ont augmenté de
maniére significative a (135,68 + 0,78 mM) pour le test AEAC et (351,20 £ 2,34) pour le test TAC.
Quant a I’échantillon Chitosan-ZnO/PVP, auquel a été ajouté le PVP, il a enregistré les valeurs les
plus ¢élevées parmi les trois échantillons (217,24 + 3,33 mM pour I’AEAC et 367,43 + 1,82 pour le
TAC). Ces résultats montrent clairement que 1’activité antioxydante augmente progressivement avec

’ajout de chitosane, puis de PVP a I’oxyde de zinc nanoparticulaire.

Le mécanisme de ’activité¢ antioxydante dans les trois échantillons repose sur I’interaction
intégrée entre les composants ZnO, le chitosane et le PVP. L’échantillon ZnONPs a montré la plus
faible activité antioxydante en raison de l'absence de groupes fonctionnels capables de donner des
¢lectrons, tels que les amines et les hydroxyles. Le ZnO agit par des interactions de surface avec les
radicaux libres a travers des mécanismes d'oxydation et de réduction, ou il adsorbe les radicaux libres

sur sa surface et contribue a réduire leur activité (Figure III. 41). Cependant, ce mécanisme est limité

117



Chapitre 111 Résultats et discussion

en raison du manque de fonctions chimiques efficaces dans le ZnO, ce qui pourrait améliorer son

efficacité dans I’interaction avec les radicaux libres [171].

Figure II11.41: Mécanisme de protection cellulaire par les nanoparticules contre le stress oxydatif.

Lors de I’ajout de chitosane dans 1’échantillon Chitosan-ZnO, I’activité antioxydante a
augmenté de maniére significative en raison de la présence de groupes fonctionnels actifs dans le
chitosane, tels que les groupes amine (-NH;) et hydroxyle (-OH), qui sont considérés comme des
sources efficaces d’électrons. Ces groupes agissent en donnant des électrons aux radicaux libres, ce
qui permet de les neutraliser et de les transformer en formes stables et non nuisibles. De plus, le
chitosane possede la capacité de former des liaisons hydrogeéne avec les radicaux libres, ce qui
stabilise ces radicaux et empéche leurs effets destructeurs [172]. En outre, le chitosane renforce
I’interaction de surface avec le ZnO en formant un revétement polymere autour des nanoparticules,

ce qui augmente son efficacité dans la résistance a I’oxydation [173].
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Lors de I’ajout de PVP dans 1’échantillon Chitosan-ZnO/PVP, une augmentation encore plus
grande de D’activité antioxydante a ¢été observée en raison de I’effet synergiques entre ZnO, le
chitosane et le PVP. Le PVP est un polymeére hydrophile qui se caractérise par sa capacité a stabiliser
les ¢€lectrons générés par les réactions chimiques entre le chitosane et les radicaux libres. Cette
stabilisation empéche la perte rapide des é€lectrons et maintient une interaction efficace avec les
radicaux libres [174]. De plus, le PVP améliore la distribution des nanoparticules et du chitosane
dans le milieu, ce qui augmente les chances d’interaction entre les composants actifs et les radicaux
libres [175]. En outre, le PVP agit comme un stabilisateur moléculaire qui aide a réduire le stress
oxydatif en formant des complexes stables avec les radicaux libres. Cela contribue a améliorer la
stabilité¢ ¢€lectronique et moléculaire du systéme, et augmente 1’efficacité de I’échantillon dans la

résistance a I’oxydation [176].

Tableau I11.18: Résultats de l'activité antioxydante

Echantillon AEAC (mM of Fe*/g) TAC mg (EAA/g)
ZnONPs 82,11 £1,06 287,92 £4,18
Chitosan-ZnO 135,68+ 0,78 351,20 £2,34
Chitosan-ZnO/PVP 217,24 +£3,33 367,43 £1,82

[11.2.3. Essai d'inhibition de I'hémolyse oxydative

Le tableau III.19 présente les valeurs mesurées de la concentration ICsq pour la lyse des
érythrocytes (Hemolysis ICso) de quatre échantillons différents : ZnONPs, Chitosan-ZnO, Chitosan-
ZnO/PVP et acide ascorbique. Ces valeurs reflétent la concentration nécessaire pour induire 50 % de

lyse des érythrocytes, ce qui signifie que les valeurs plus élevées indiquent une toxicité moindre,
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tandis que les valeurs plus faibles indiquent un effet plus marqué sur la lyse des cellules (Figure III.
42). Les résultats montrent que ZnONPs a enregistré la plus faible valeur (0,057 = 0,01 mg/ml), ce
qui indique qu'elles ont le plus grand effet de lyse sur les érythrocytes, tandis que Chitosan-ZnO a
enregistré une valeur de (0,421 + 0,094 mg/mL), ce qui montre une toxicité réduite par rapport a
ZnONPs, mais a encore un effet relatif sur la lyse des cellules. En revanche, Chitosan-ZnO/PVP a
enregistré la valeur la plus ¢élevée (0,713 = 0,088 mg/mL), ce qui indique qu'il est le moins
susceptible de provoquer la lyse des érythrocytes. Cela peut étre attribué a l'effet de PVP qui réduit
l'interaction directe des particules avec les membranes cellulaires, tandis que l'acide ascorbique a
enregistré une valeur de (0,116 = 0,023 mg/mL), ce qui montre qu'il a un effet intermédiaire entre

ZnONPs et Chitosan-ZnO, mais plus élevé que ZnONPs.

Ces résultats peuvent étre expliqués par les propriétés physiques et chimiques de chaque
composé. ZnONPs possede une surface hautement réactive qui peut provoquer des perturbations
dans la membrane cellulaire, entralnant une augmentation du taux de lyse des érythrocytes [177].
Lorsque le ZnO est combiné avec du chitosane (Chitosan-ZnO), les propriétés de surface changent,
réduisant relativement l'interaction directe avec les membranes cellulaires, mais il reste capable de
provoquer une certaine lyse [178]. Dans le cas de Chitosan-ZnO/PVP, la présence de PVP réduit la
charge de surface des particules et améliore leur stabilité dans le milieu biologique, limitant ainsi leur
toxicité sur les érythrocytes et conduisant a une valeur ICso plus élevée [179]. En ce qui concerne
l'acide ascorbique, son effet 1i¢ a ses propriétés antioxydantes, qui peuvent réduire les dommages
directs aux membranes cellulaires, bien qu'il soit encore capable de provoquer certains effets de lyse

des érythrocytes [180].
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Tableau I11.19: Résultats de l'activité anti-hémolyse

Echantillon Hémolyse ICs0 (mg/mL)

ZnONPs 0,057 £0,01
Chitosan-ZnO 0,421 £ 0,094
Chitosan-ZnO/PVP 0,713 £0.0088
Acide ascorbique 0,116 £ 0,023
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Figure I11.42: Effet protecteur des nanoparticules sur les érythrocytes.

I11.2.4 Evaluation du facteur de protection solaire (FPS)

Le tableau III. 20 représente les valeurs mesurées du facteur de protection solaire (SPF) pour
quatre échantillons différents : ZnONPs, Chitosan-ZnO, Chitosan-ZnO/PVP et Avene® (1 mg/ml),
permettant ainsi d’évaluer leur efficacité dans la protection contre les rayons ultraviolets (UV). Les
résultats ont montré que les ZnONPs ont enregistré une valeur de 36 + 0,44, tandis que la valeur de
Chitosan-ZnO a augmenté pour atteindre 42 + 0,17, indiquant ainsi une amélioration de la protection

lorsque 1'oxyde de zinc est combiné avec le chitosane. Quant a Chitosan-ZnO/PVP, il a obtenu la
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valeur la plus ¢élevée avec 57 £ 0,86, surpassant le produit commercial Avene® (1 mg/ml), qui a

affiché 53 + 0,54.

Ces résultats peuvent étre expliqués en fonction des propriétés physiques et chimiques de
chaque formulation. L’oxyde de zinc nanométrique (ZnONPs) agit comme un agent de protection
physique principal, absorbant et diffusant les rayons UV grace a son large spectre d'absorption,
notamment dans les régions UVB (280-320 nm) et UVA (320-400 nm). Cependant, les
nanoparticules ont tendance a s’agglomérer, ce qui peut réduire leur efficacité en limitant une
couverture uniforme de la surface de la peau, expliquant ainsi la valeur relativement faible du SPF

pour cet échantillon [181].

L’association du ZnO avec le chitosane (Chitosan-ZnO) améliore I'efficacité de la protection
en raison des propriétés physiques et chimiques du chitosane. Ce polymeére biodégradable chargé
positivement interagit avec la surface de la peau, améliorant ainsi I'adhérence des nanoparticules et
réduisant leur agglomération, ce qui favorise une meilleure dispersion du ZnO et entraine une
augmentation du SPF. De plus, le chitosane possede des propriétés antioxydantes qui peuvent aider a

atténuer les dommages causés par l'exposition aux UV [182].

L'ajout du PVP (polyvinylpyrrolidone) dans Chitosan-ZnO/PVP a permis d’obtenir la valeur
SPF la plus ¢élevée. Cela peut étre attribué au réle du PVP en tant que stabilisant des nanoparticules,
réduisant davantage I'agglomération et améliorant leur répartition sur la peau. De plus, il forme une
fine couche polymérique qui stabilise le ZnO de maniére plus homogene, augmentant ainsi son

efficacité d’absorption et de diffusion des rayons UV [183].
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Tableau I11.20: Résultats de l'évaluation du facteur de protection solaire (FPS)

Echantillon Facteur de protection solaire (FPS)
ZnONPs 36 £0.44
Chitosan-ZnO 42 + 0,17
Chitosan-ZnO/PVP 57+ 86
Avene® (1 mg/ml) 53+0,54

Prévention de I'absorption de 1a lumiére par ]3 peau ; ; ;
Blocage ‘{es ROS \‘ Prévention des dommages cellulaires

5 © O o

Figure I11.43: Mécanisme de protection cutanée par les nanoparticules contre les rayons
ultraviolets.

2.5. Activité anti-inflammatoire
Le tableau III 21 représente les valeurs ICso (en mg/ml) pour l'inhibition de la dénaturation
des protéines causée par le stress thermique, en utilisant le test d'inhibition de la dénaturation des

protéines de blanc d'ceuf pour un ensemble d'échantillons, y compris les nanoparticules d'oxyde de
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zinc (ZnONPs), le composé d'oxyde de zinc combiné avec du chitosane (Chitosan-ZnO), le composé
d'oxyde de zinc combiné avec du chitosane et du polyvinylpyrrolidone (Chitosan-ZnO/PVP), ainsi

que I'échantillon de référence, le Diclofénac (Diclofenac).

Les résultats montrent que le Diclofénac posseéde la valeur ICso la plus basse (0,116 + 0,023
mg/ml), ce qui souligne son efficacité élevée dans l'inhibition de la dénaturation des protéines, grace
a son mécanisme d'action qui repose sur l'inhibition des enzymes des protéines inflammatoires
(comme la COX-2) et la réduction de la libération des médiateurs inflammatoires [184]. En revanche,
I’échantillon ZnONPs a montré la plus faible efficacité parmi les échantillons (0,827 + 0,108 mg/ml),
ce qui peut étre attribué a un mécanisme limité basé sur I’interaction directe avec les protéines pour
perturber leur activité, une interaction qui peut étre moins efficace en 1’absence de facteurs de soutien

améliorant son activité biologique [185].

Le composé Chitosan-ZnO a montré une amélioration significative de 1'efficacité (0,540 +
0,081 mg/ml), ce qui peut étre expliqué par le role du chitosane en tant que promoteur d’interaction
avec les protéines inflammatoires grace a sa charge positive, qui facilite ’interaction avec les
protéines chargées négativement, augmentant ainsi la capacité du composé a inhiber la dénaturation
[433]. L’échantillon Chitosan-ZnO/PVP a montré une efficacité élevée (0,201 + 0,074 mg/ml),
proche de celle du Diclofénac, indiquant un effet synergique entre le ZnO, le chitosane et le PVP. Cet
effet expliqué par la capacit¢ du PVP a améliorer la dispersion et la stabilité chimique des
nanoparticules, augmentant leur interaction avec les protéines ciblées et renforcant leur capacité a

inhiber la dénaturation [186].

Le mécanisme d'action des nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnONPs) (Figure I11.46), il
repose sur leurs propriétés physiques et chimiques en tant que matériau nanométrique avec une

activité catalytique. Les ZnONPs agissent principalement par interaction avec les protéines cibles
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[187], provoquant des modifications de leur structure secondaire en formant des liaisons avec les
groupes thiol ou amine présents dans les protéines. De plus, les ZnO possedent une activité
antioxydante qui peut réduire le stress oxydatif contribuant a I’inflammation. Cependant, sous leur
forme individuelle, les ZnO peuvent manquer de capacit¢ a cibler efficacement les protéines

inflammatoires en raison de leur agglomération ou de leur distribution hétérogene dans le milieu

[188].

Dans le cas du Chitosan-ZnO, 1'ajout de chitosane améliore considérablement le mécanisme
d'action. Le chitosane, étant un polymeére bioactif chargé positivement, contribue a renforcer
I’interaction entre les ZnO et les protéines inflammatoires grace a une liaison électrostatique accrue
avec les protéines chargées négativement. En outre, le chitosane posséde des propriétés anti-
inflammatoires grace a sa capacité a réduire la libération de médiateurs inflammatoires tels que les
cytokines. Cette interaction combinée entre les ZnO et le chitosane améliore 1’efficacité du composé

dans I’inhibition de la dénaturation des protéines [189].

Figure I11.44: Mécanisme d’action intracellulaire des nanoparticules et modulation
de la voie NF-kB.

125



Chapitre 111 Résultats et discussion

L’ajout de PVP dans le composé Chitosan-ZnO/PVP apporte un avantage supplémentaire
grace aux propriétés stabilisantes et dispersantes du PVP. Le PVP réduit I'agglomération des
nanoparticules de ZnO, augmentant ainsi la surface active pour I’interaction avec les protéines cibles
[190]. De plus, le PVP améliore la solubilité¢ et la diffusion dans le milieu, facilitant 1’accés du
composé¢ aux sites inflammatoires. L’interaction de ce trio (ZnO, chitosane et PVP) génére un effet
synergique, ou chaque mécanisme individuel est amplifié, conduisant a une efficacité comparable a

celle du composé de référence, le Diclofénac [191].

Tableau I11.21: Résultats de l'activité anti-inflammatoire

Inhibition de la dénaturation des
Echantillon protéines de 1'ceuf, test ICso (mg/mL)
ZnONPs 0,827 £108
Chitosan-ZnO 0,540 £ 0,081
Chitosan-ZnO/PVP 0,201 £ 074
Diclofenac 0,116 £ 0,023

II1.2.6 Activité antibactérienne

L'é¢tude approfondie de l'activité antibactérienne des composés de chitosane, des
nanoparticules de ZnO (ZnONPs), et des complexes de chitosane-ZnO et chitosane-ZnO/PVP révele
des interactions complexes et puissantes contre différentes bactéries, en fonction de leur structure

cellulaire et des propriétés uniques de chaque agent antibactérien. Le chitosane, un polymere naturel,
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présente une action antibactérienne efficace contre divers types de bactéries, avec une efficacité
accrue lorsque sa concentration est plus ¢€levée. Son activité repose sur sa structure chimique,
notamment la présence de groupes amines protonés (chargés positivement) qui interagissent avec les
composés chargés négativement des membranes cellulaires bactériennes. Ces interactions
¢lectrostatiques provoquent une perturbation des membranes cellulaires, entrainant une perméabilité
accrue, des fuites de contenu cellulaire, et finalement la mort bactérienne. Ce mécanisme est
particulierement efficace contre les bactéries Gram-négatives qui, en raison de leur fine couche de

peptidoglycane et de leur structure externe, sont plus vulnérables a l'action du chitosane [192].

Des recherches antérieures, comme celles menées par [193], ont également montré 1'efficacité
du chitosane sous diverses formulations. Ces études ont noté qu’un degré de désacétylation (DD)
¢levé du chitosane augmente sa charge positive, optimisant ainsi son interaction avec les parois
cellulaires bactériennes, surtout lorsque le chitosane est utilisé en combinaison avec d'autres
composés naturels comme I’huile de Buriti. Une désacétylation plus élevée réduit la présence de
groupes acétyles, ce qui renforce la densité de charge positive du chitosane et augmente ainsi ses
capacités d'adhésion et de destruction des cellules bactériennes. Ces caractéristiques conferent au
chitosane des propriétés antibactériennes prometteuses, ce qui en fait un candidat idéal pour des

applications en santé et en préservation des aliments, entre autres.

En comparaison, les nanoparticules de ZnO se révélent également €tre de puissants agents
antimicrobiens. Leur efficacité est plus marquée contre les bactéries Gram-positives, dont la paroi
cellulaire plus perméable permet une interaction plus directe avec les nanoparticules. Les
mécanismes d'action des ZnONPs incluent la libération d'ions Zn (II) dans le milieu, qui perturbent le
métabolisme bactérien et provoquent des altérations de la membrane cellulaire. Parall¢element, les

ZnONPs génerent des radicaux libres oxygénés (comme les ions hydroxyles et les radicaux
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superoxydes) lorsqu'ils sont exposés a la lumiere UV, intensifiant leur capacité¢ a déstabiliser et
détruire les structures bactériennes [194]. Ces radicaux libres causent des dommages oxydatifs aux
lipides, aux protéines et aux acides nucléiques des cellules bactériennes, les rendant non
fonctionnelles et les menant a une destruction rapide. Ce phénomeéne est particulierement efficace
contre les bactéries Gram-positives telles que Staphylococcus aureus, qui, bien qu'ayant une paroi

épaisse, ne disposent pas de membrane externe protectrice comme les Gram-négatives.

Le chitosane-ZnO et le chitosane-ZnO/PVP démontrent une activité antibactérienne encore
plus prononcée en raison de l'effet synergique entre le chitosane et les ZnONPs. Cette synergie
résulte de la combinaison des propriétés de fixation de membrane du chitosane et de I'action
oxydative des ZnONPs, offrant ainsi une double action contre les bactéries. La présence de ZnO
méme en faible quantit¢ dans la matrice de chitosane suffit pour intensifier l'effet antibactérien,
probablement en augmentant la densité de charges positives et en facilitant la production de radicaux
libres sur la surface du catalyseur [195]. Ces complexes ont démontré une efficacité supérieure,
méme contre des bactéries résistantes, suggérant une application prometteuse dans des contextes ou

des solutions antimicrobiennes robustes sont nécessaires.

Enfin, Staphylococcus aureus, une bactérie Gram-positive, s’est montrée la plus sensible
parmi les souches testées, ce qui peut s'expliquer par des différences dans la structure de la paroi
cellulaire et les propriétés des membranes. Les bactéries Gram-positives sont caractérisées par une
paroi €épaisse mais plus perméable, composée principalement de peptidoglycane, qui ne forme pas de
barriere aussi efficace que celle des bactéries Gram-négatives, lesquelles posseédent une membrane
externe. Ainsi, dans les Gram-négatives, cette membrane joue un réle protecteur contre les agents
antimicrobiens, et la région périplasmique, qui agit comme une couche de filtration, limite I'acces des

agents inhibiteurs. Dans le cas des Gram-positives, la paroi est plus facilement pénétrée par le
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chitosane-ZnO et le chitosane-ZnO/PVP, permettant aux agents antibactériens d'atteindre rapidement

les cibles intracellulaires, entrainant une action létale rapide [193].

Ces observations montrent clairement que les nanoparticules de chitosane-ZnO et de
chitosane-ZnO/PVP sont des agents antibactériens puissants et polyvalents, agissant de manicre
efficace par des mécanismes combinés qui exploitent les propriétés de chaque composant. Leur
potentiel pour des applications biomédicales et environnementales est d’autant plus significatif qu’ils
montrent une forte activité antibactérienne sans nécessiter de concentrations élevées, ce qui réduit les

risques de toxicité et offre une approche durable dans la lutte contre les infections bactériennes.

Tableau 111.22: Zone d'inhibition du chitosane, ZnONPs, chitosane-ZnONPs et du chitosane-
ZnO/PVP NPs a différentes doses contre les souches bactériennes étudiées.

Zone d'inhibition (mm)
NPs Conc Gram positif Gram négatif
(mg/ml) | Bacillus | Staphulococcus | Pseudomonas Salmonella
subtilis aureus aeruginosa typhimuruim
ZnONPs 0.2 14 + 17 +£0.33 13+£0.13 12+£0.25
0.25
0.4 16 + 18 £0.25 14+£0.54 13+£0.25
0.21
0.6 17+ 19 £0.25 15+0.21 15+£0.15
0.33
Chitosan- 0.2 14 + 21+£0.15 14+£0.75 15+0.33
ZnONPs 0.25
0.4 21+ 23 £0.66 16 £0.34 17 £0.66
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0.30
0.6 21 + 24 +0.80 18 +0.63 19+0.21
0.30
Chitosan- 0.2 20+ 22+0.34 16 +0.23 18 +0.67
ZnO/PVP 0.39
0.4 21+ 23 +£0.25 18 £0.44 19+0.33
0.21
0.6 22 £ 25+0.21 19 +£0.21 22 +0.39
0.34
Ciprofloxacin 0.2 21+ 21+0.30 18 £0.25 18 £0.33
(CIP-5) 0.15
0.4 22 £ 23+0.13 20 +£0.25 21+0.17
0.21
0.6 22 + 25+0.33 22 +0.67 24+0.14
0.73
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Figure I11.45: L'effet de l'activité antibactérienne des échantillons préparés

Plasma membran  Cell wall  Capsule Chitosan/Za0

i !
Plasmid  Nucleoid  Ribosome u

Figure II1.46: Le mécanisme probable de l'activité antibactérienne

L’ ¢étude actuelle a révélé que efficacité antibactérienne du chitosane et des nanoparticules
d’oxyde de zinc (ZnO) correspondait de maniere significative aux résultats observés dans des
recherches antérieures, confirmant l'efficacité de ces matériaux en tant qu’agents antimicrobiens.

Cependant, il a été particuliérement intéressant de constater que 1’activité antibactérienne des
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nanoparticules d’oxyde de zinc recouvertes de chitosane dépassait les niveaux rapportés dans les
¢tudes précédentes, comme indiqué dans le tableau III. 22 [196]. Cela montre que 1’intégration du
chitosane aux nanoparticules de ZnO renforce substantiellement leurs effets bactéricides, aboutissant
a une amélioration considérable de I'efficacité antimicrobienne [197].

Ce renforcement de 1’efficacité s’explique par ’action synergique entre le chitosane et les
nanoparticules de ZnO. Le chitosane, grace a ses groupes amino chargés positivement, interagit
directement avec les parois cellulaires des bactéries, qui sont chargées négativement [198]. Cette
interaction ¢lectrostatique entraine une perturbation structurale de la membrane bactérienne,
facilitant la pénétration des substances actives dans les cellules et provoquant leur rupture et
destruction. Parallelement, les nanoparticules de ZnO apportent une contribution cruciale grace a
leurs propriétés bactéricides intrinseques. En effet, sous I’effet de la lumicre, ces nanoparticules
liberent des ions Zn (II) et génerent des especes réactives de 1'oxygeéne (ROS) telles que le peroxyde
d'hydrogéne, les radicaux hydroxyles et les ions superoxydes. Ces especes réactives induisent un
stress oxydatif élevé au sein des cellules bactériennes, ce qui entraine des dommages cellulaires

irréversibles et finalement, la mort des bactéries [23].

Il convient de souligner que la combinaison de ces mécanismes est particulierement efficace
contre les deux principaux types de bactéries, a savoir les bactéries Gram-positives et Gram-
négatives. Les bactéries Gram-négatives, souvent plus résistantes en raison de leur membrane externe
supplémentaire, sont tout de méme vulnérables a cette approche. Le chitosane favorise la
perméabilité de cette membrane, permettant aux ions et aux ROS produits par le ZnO de pénétrer
plus efficacement dans la cellule bactérienne. Cette double attaque, consistant en l'altération de la
paroi cellulaire par le chitosane et I’oxydation intracellulaire par le ZnO, maximise 1’efficacité de la

désinfection [199].
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L’utilisation des nanoparticules de ZnO recouvertes de chitosane se révele étre une solution
prometteuse pour diverses applications nécessitant des propriétés antibactériennes fortes et durables,
telles que la purification des eaux et les dispositifs biomédicaux. L’association de ces matériaux
permet de bénéficier a la fois de I’efficacité de 1’oxyde de zinc dans la production de ROS et de la
capacité du chitosane a cibler et désorganiser la membrane bactérienne, offrant ainsi une stratégie

antibactérienne puissante et polyvalente [23].

Tableau 111.23: Comparaison de l'activité antibactérienne du chitosane, des nanoparticules de ZnO
et des nanoparticules de chitosane-ZnO par rapport aux données de la littérature.

Zone d'inhibition (mm)
Conc Gram negative Gram positif
NPs (mg/ml) | Pseudomonas Staphulococcus Listeria Ref.
Aeruginosa Aureus Innocua

Chitosan 6 19 7 6 [453]
Chitosan 6 22 14 11 [453]
ZnONPs 6 16 14 22 [452]
ZnONPs 6 13 16 19 [452]
Chitosan- 0.04 - 11 - [460]
ZnONPs

Chitosan- 0.008 0 0 0 [430]
ZnONPs
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II1.2.7 Activités antifongiques

Selon les résultats présentés dans le tableau III. 24 l'activité antifongique des échantillons
ZnONPs, Chitosan-ZnONPs et Chitosan-ZnO/PVP a été¢ évaluée en comparaison avec la référence
Ciprofloxacine (CIP-5) contre les champignons Candida albicans et Saccharomyces ce revisiae. Pour
ZnONPs, l'activité la plus faible a été enregistrée contre Candida albicans avec une zone d'inhibition
de (9 £ 0,34 mm) a une concentration de 1 mg/mL augmentant , progressivement jusqu'a (10,5 = 0,78
mm) a une concentration de 10 mg/mL . Contre Saccharomyces ce revisiae, l'activité était légerement
meilleure, avec une zone d'inhibitionde (10,5 £ 0,11 mm) a la concentration la plus basse et (13 +
mm) a la 0,17 concentration la plus élevée. Enrevanche, les Chitosan-ZnONPs ont montré une
activité supérieure a celle des ZnONPs, avec une zone d'inhibition de (11 = 0,67 mm) contre Candida
albicans a 1 mg/mL et de (12,5 £ 0,78 mm) a 10 mg/mL Contre . Saccharomyces ce revisiae,
l'activité était également plus élevée, allant de (15 £ 0,21 mm) a (17 £ 0,67 mm) selon la
concentration. Parailleurs, I'échantillon Chitosan-ZnO/PVP a montré la meilleure activité parmi les
trois échantillons, avec une zone d'inhibition contre Candida albicans de (14 = 0,17 mm) a 1 mg/mL
etde (16 £ 0,27 mm) a 10 mg/mL tandis que contre Saccharomyces ce revisiae, les zones d'inhibition
¢taient respectivement de (17 = 0,34 mm) et (19,5 £ 0,19 mm). Enfin, la référence Ciprofloxacine
(CIP-5) a montré¢ une activité nettement supérieure, avec des zones d'inhibition contre Candida
albicans de (13,5 = 0,21 mm) a 1 mg/mL et de (17 £ 0,67 mm) a 10 mg/mLet , contre
Saccharomyces ce revisiae, des valeurs de (19 £ 0,27 mm) et (22 + 0,33 mm) aux mémes

concentrations.

L'effet des ZnONPs repose sur la production d'especes réactives de ,l'oxygene (ROS) telles
que les radicaux libres et l'oxygene singulet, quientrainent la perturbation des protéines et des

membranes cellulaires des champignons. Ces nanoparticules interagissent de maniere limitée avec la
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paroi cellulaire des champignons, ce qui provoque une perméabilité accrue et des dommages
cellulaires. Cependant, cet effet reste modéré en 1’absence de facteurs supplémentaires pour
améliorer I’intéraction d’absorption ou les interactions directes [200]. Dans 1'échantillon Chitosan-
ZnONPs, une synergie évidente se produit entre les ZnO et le chitosane, ce dernier jouant un réle clé
dans l'amélioration de l'activité antifongique. Chargé positivement, le chitosane attire les parois
cellulaires deschampignons chargées négativement, entrainant une perturbation de la membrane
cellulaire et une augmentation de sa perméabilité [201]. Deplus, 'effetdes ROS générés par les ZnO
devient plus efficace grace aux interactions physico-chimiques induites par le chitosane, ce qui
explique une activité antifongique plus €levée par rapport aux ZnONPs seuls [202]. L'ajoutde PVP
(polyvinylpyrrolidone) au systéme Chitosan-ZnO/PVP a permis une meilleure distribution des
ZnONPs et du chitosane, augmentant ainsi leurs interactions avec les cellules fongiques. Le PVP agit
comme un stabilisant pour les nanoparticules, garantissant une meilleure dispersion et empéchant
leur agrégation [203]. Cette distribution optimisée améliore 1'absorption des ZnO et duchitosane a la
surface des champignons, augmentant l'efficacité globale. Enoutre, le PVP peut renforcer la
pénétration de la paroi cellulaire des champignons, ce qui explique l'activité la plus élevée parmi les
¢chantillons [204]. Quant a la ciprofloxacine, elle agit comme référence avec un mécanisme efficace
ciblant directement 'ADN des cellules fongiques eninhibant des enzymes telles que la DNA gyrase
et la topoisomérase IV, ce qui empéche la réplication de I'ADN et bloque complétement la croissance
des cellules fongiques. La supériorité de cette référence refleéte la nature ciblée et spécifique de son

mécanisme d'action par rapport aux nanoparticules [204].
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Tableau I11.24: Résultats de l'activité antifongique

Zone d'inhibition (mm)
NPs Conc Candida albicans Saccharomyces cerevisiae
(mg/mL)
1 9+0,34 10,5+ 0,11
5 10+0.17 12 +0.33
ZnONPs
10 10,5+ 0,78 13+ 0,17
Chitosan- 1 11+0.67 15+£0.21
ZnONPs 5 12+ 0,33 17+ 0,68
10 12,5+0.78 17 £0.67
Chitosan- 1 14+ 0,17 17 £ 0,34
ZnO/PVP 5 14,5 £ 0.81 18 £0.54
10 16 £ 0,27 19,5+ 0,19
Ciprofloxacin 1 13,5+ 0.21 19+0.27
(CIP-5) 5 15+ 0,34 21+ 0,73
10 17 £0.67 22 +0.33

[11.2.8. Dégradationphotocatalytique des colorants MB et TB
[11.2.8.1. Discussion des résultats

La dégradation photocatalytique des colorants bleu de méthyléne (MB) et bleu de toluidine
(TB) (Figure I11.47 et 48) constitue une méthode efficace pour €éliminer les colorants synthétiques des

eaux usées. L'adsorption des colorants sur des photocatalyseurs, comme le chitosane et les
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nanoparticules de ZnO, est un mécanisme clé dans ce processus. Le chitosane, avec sa haute
fonctionnalité en groupes amino, favorise les interactions avec les molécules de MB et TB par le
biais de liaisons covalentes, ¢électrostatiques et hydrogenes. Cette capacité d'adsorption est renforcée
par un degré €levé d'acétylation du chitosane, son greffage ou son réticulage avec d'autres polymeres,
ce qui améliore ses propriétés d'adsorption et sa résistance aux conditions séveres des milieux. Un
facteur essentiel a cet égard est le degré de désacétylation (DD) du chitosane : plus il est élevé, plus

la capacité d'adsorption est importante [192].
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Figure 111.47: Le diagramme illustrant le mécanisme par lequel ZnONPs sont utilisées pour
photodégrader les colorants MB et TB
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Dans les résultats de cette étude, I’efficacité des nanoparticules de ZnO, des nanoparticules de
chitosane-ZnO et du composite chitosane-ZnO/PVP a été mesurée pour la dégradation du MB,
atteignant respectivement 97,4 %, 99,6 % et 100 % en I’espace de 120 minutes, comme indiqué dans
le tableau 28 et la figure 44. Pour le TB, l'efficacité de dégradation des colorants était également tres
¢levée, avec des valeurs de 96,8 %, 99,5 % et 100 %, respectivement, aprés 120 minutes, selon le

tableau I1I. 25.

Le tableau III. 25 met en comparaison 1’efficacité du chitosane et des nanoparticules de ZnO
pour éliminer les colorants azoiques provenant de diverses sources. Lorsque les nanoparticules de
ZnO sont exposées a la lumicre, elles peuvent décomposer certaines molécules chimiques nocives,
grace a leurs propriétés photocatalytiques. L’efficacité de ce processus dépend des caractéristiques
des nanoparticules de ZnO et de la nature des especes actives générées dans le milieu réactionnel.
Pour étudier le role potentiel de différentes especes actives dans la photodégradation des colorants
azoiques, des tests de piégeage de radicaux ont été réalisés. Ces tests ont montré que la dégradation
des colorants azoiques en présence de lumicre implique plusieurs substances. Cependant, dans le
cadre de cette étude, aucun piégeur extréme n’a été utilisé ; seuls des polluants organiques mode¢les, a
savoir les colorants MB et TB, ont ét¢ évalués pour leur activité photocatalytique lorsque les

nanoparticules de ZnO sont exposées aux rayons UV [205].

Les colorants MB et TB sont connus pour leur toxicité, leur potentiel cancérigene et leur non-
biodégradabilité, ce qui souléve de graves préoccupations pour la santé humaine et I'environnement.
Par conséquent, le développement de méthodes efficaces et écologiques pour leur dégradation et leur
¢limination des eaux wusées est d'une importance capitale. En particulier, la dégradation
photocatalytique est recommandée en raison de son potentiel pour une minéralisation complete des

pigments en especes non toxiques et de ses colts de traitement considérablement réduits. En
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comparant les concentrations de MB ou de TB dans la solution aqueuse apres les tests de photolyse,

les chercheurs peuvent évaluer 1’efficacité de I'adsorption [387].

Le processus photocatalytique a été déclenché par l'utilisation de lumiére UV, qui a permis de
réduire les colorants de maniére catalytique. L’efficacité de dégradation photocatalytique des deux

colorants a été calculée a 1’aide de 1’équation suivante [453].

Co—C
Degradation ratio (%) = (Oc—t) x 100
0

Ou C; est la concentration actuelle et Co est la concentration initiale de MB ou TB.

simulateur de lumiére solaire

= production de CO;

= M Produits de dégradation

catalyseu:/‘ |
=+ Colorants

Figure I11.48: Schéma du mécanisme photocatalytique de dégradation des colorants sous
irradiation lumineuse.
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2.8.2. Mécanisme de dégradation photocatalytique

Tableau 111.25: Comparaison des résultats d'efficacité d'élimination des colorants MB et TB en
utilisant du chitosane, des nanoparticules de ZnO, des nanoparticules de chitosane-ZnO et du

chitosane-ZnO/PVP

NPs Colorant azoique Temps Enlévement de | Reference
(min) colorant

Chitosan Bleu de méthyléne 60 93.2% [469]

Chitosan Bleu de méthyléne 60 84.9% [468]

Chitosan Rouge de methyl 60 90.9% [470]

ZnONPs Bleu de méthylene 120 78% [471]

ZnONPs Bleu de méthyleéne 90 87.5% [472]

ZnONPs Bleu de méthylene 120 97% [466]

ZnONPs Bleu de méthyleéne 120 97.4% Cette étude
Bleu de toluidine 96.8%

Chitosan- Bleu de méthyleéne 120 99.6% Cette étude

ZnONPs Bleu de toluidine 99.46%

Chitosan- Bleu de méthyleéne 120 100% Cette étude

ZnO/PVP Bleu de toluidine 100%
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2.8.3. Performance de Recyclage

L’efficacité¢ d’un photocatalyseur dans le traitement des eaux usées est étroitement li¢e a sa
capacité a étre séparé et réutilisé, ce qui est essentiel pour garantir une application durable et
¢conomique dans la dépollution. Dans cette étude, les photocatalyseursZnO, Chitosan-ZnO et
Chitosan-ZnO/PVP ont été soumis a des cycles de photocatalyse aprés un processus de séchage. Cela
a été fait afin d’évaluer leur recyclabilité, un facteur déterminant dans 1’optimisation des processus

de traitement des eaux.

Les résultats obtenus, présentés dans les Figures I11.50 (50e, 50j, 500) pour le colorant
méthyléne bleu (MB) et dans les Figures III. 49 (49e, 49}, 490) pour le bleu de thiazine (TB),
montrent une performance remarquable des photocatalyseurs au cours des cycles successifs. Au
début, les photocatalyseurs ont démontré une grande efficacité dans la dégradation des colorants, ce
qui indique leur capacité a activer les réactions photocatalytiques de maniére optimale. Cependant,

apres dix cycles, une légere diminution de l'activité photocatalytique a été observée.

Cette réduction de I’efficacité peut étre attribuée a plusieurs facteurs. D’une part, il est
possible que 'usure des photocatalyseurs se soit produite durant les étapes de centrifugation et de
lavage, ou les particules peuvent perdre une partie de leur masse ou de leur surface active. D’autre
part, I'adsorption des espéces intermédiaires formées pendant le processus de dégradation pourrait
¢galement entraver [’activité photocatalytique en bloquant les sites actifs sur la surface des
photocatalyseurs. Ces especes intermédiaires, qui sont souvent plus stables que les colorants
d'origine, peuvent s'accumuler sur les photocatalyseurs, réduisant ainsi leur efficacité a décomposer

d'autres molécules organiques [206].

En outre, les analyses par diffraction des rayons X ont été réalisées pour évaluer la stabilité

structurelle des photocatalyseurs aprés ces cycles. Les résultats montrent que les pics de diffraction
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caractéristiques des photocatalyseurs ZnO, Chitosan-ZnO et Chitosan-ZnO/PVP restent inchangés
méme apreés dix cycles. Cela indique que la structure cristalline des photocatalyseurs n'a pas été
altérée par les traitements subis, ce qui est un point positif car cela signifie que leur intégrité
structurelle est maintenue, renforgant ainsi leur potentiel pour une utilisation répétée dans des

applications de traitement des eaux usées.

Ces observations soulignent non seulement l'efficacité des photocatalyseurs étudiés, mais
aussi leur robustesse face aux cycles d'utilisation. La capacité des photocatalyseurs a conserver leur
performance au fil du temps est cruciale pour leur application dans la dépollution, car elle permet de
réduire les colts et de favoriser une approche durable dans la gestion des polluants organiques dans
l'eau. Les résultats de cette étude suggerent que l'utilisation de photocatalyseurs a base de ZnO, en
combinaison avec le chitosane et le PVP, pourrait représenter une solution viable pour traiter

efficacement les eaux polluées tout en respectant des critéres de durabilité et de réutilisation.

2.8.4. Effet du pH
L'un des principaux facteurs qui influencent le taux de dégradation de certains polluants
organiques est la valeur du pH, car elle détermine les propriétés de charge de surface du catalyseur
ainsi que la taille des agrégats qu'il forme [207]. Dans cette ¢tude, les Figures III. 50 (a-o0) et 49 (a-
0) représentent l'efficacité de photodégradation, le temps de réaction, le pH, les cycles, ainsi que le
pourcentage de dégradation des colorants MB et TB apres 10 cycles, ou les Figures III. 50 et 49 (a-
e) correspondent aux NPs de ZnO ; les Figures II1.50 et 49 (f-j) concernent les NPs de chitosan-

Zn0 ; et les Figures II1. 59 et 49 (k-o) montrent le chitosan-ZnO/PVP.

L'effet du pH sur la dégradation des colorants MB et TB a été étudi¢ a des valeurs de pH de
3, 5,7 et 9. La meilleure performance de dégradation des colorants MB et TB a ét¢é atteinte a un pH

de 3, suivie par un pH de 5, pH de 7 et pH de 9, comme le montre les Figures III. 49 (49c, 49h,
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49m) et (50c, 50h, 50m) pour les colorants MB et TB respectivement. A mesure que la valeur du
pH augmente, le pourcentage de dégradation des colorants MB et TB diminue. Les oxydes
métalliques semi-conducteurs exhibent généralement un comportement amphotérique, ce qui
influence les propriétés de charge de surface (pHpzc) du catalyseur lorsque les réactions se

produisent a la surface du semi-conducteur [208].

Ainsi, étant donné que MB et TB sont des anions chargés négativement, ils tendent a
s'accumuler a la surface des catalyseurs ZnO, Chitosan-ZnO et Chitosan-ZnO/PVP lorsque le pH de
la solution est faible. Cela s'explique par le fait que ces catalyseurs sont naturellement chargés
positivement a des valeurs de pH inférieures au pHpzc. Cette accumulation se produit parce que
l'interaction électrostatique entre les molécules de colorants MB et TB et les catalyseurs ZnO,
Chitosan-ZnO et Chitosan-ZnO/PVP augmente, entrainant une dégradation plus rapide des

colorants a des valeurs de pH faibles [209].

L'importance du pH dans les réactions de dégradation est principalement liée a la nature des
interactions électrostatiques. A un pH faible, les surfaces des catalyseurs sont positivement
chargées, ce qui attire les anions tels que MB et TB. Cette interaction favorise 1'adsorption des
colorants sur les surfaces actives des catalyseurs, augmentant ainsi la probabilit¢ de réaction et la
dégradation des colorants. En revanche, a des pH plus élevés, la charge des catalyseurs peut devenir
neutre ou méme négative, réduisant ainsi leur capacité a adsorber les anions, ce qui entraine une

diminution de I'efficacité de dégradation [210].

Les résultats de cette étude soulignent la nécessité de controler le pH dans les procédés de
dégradation photochimique afin d'optimiser l'efficacité des catalyseurs. L'ajustement du pH peut

étre un outil stratégique dans le développement de technologies pour la dépollution, permettant
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d'améliorer la réactivité des catalyseurs et d'augmenter les taux de dégradation des contaminants

organiques dans les eaux usées.
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Figure II1.50: L'efficacité de la photodégradation, le temps de réaction, le pH, les cycles, le DRX
apres 10 cycles et le pourcentage de dégradation du colorant bleu de méthylene (MB)e) ZnONPs
; (f-j) chitosane-ZnONPs ; et (k-o) chitosane-ZnO/PVP NPs
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I11.2.9. Prédictions de toxicité spécifique a un organe a l'aide de ProTox II

Les prédictions de toxicité spécifiques aux organes a I’aide de ProTox-II reposent sur une
analyse approfondie de divers parametres toxicologiques, ce qui permet d'obtenir une évaluation in
silico détaillée du potentiel toxique des substances étudiées. Cette méthode permet de détecter
plusieurs types de toxicité, notamment I'hépatotoxicité, la carcinogénicité¢, 1I’immunotoxicité, la
mutagénicité et la cytotoxicité, offrant ainsi une évaluation compléte qui va au-dela des analyses de
toxicité classiques. Grace a 'utilisation de voies toxicologiques spécifiques, telles que les récepteurs
des hydrocarbures aromatiques (AhR), les récepteurs androgéniques (AR), et le récepteur alpha des
cestrogénes (ER), ainsi que des marqueurs de réponse au stress, ProTox-II permet d’identifier les
effets potentiels des substances étudiées sur des systemes biologiques complexes. Cela inclut la
réponse cellulaire au stress, mesurée par des indicateurs tels que la protéine ATADS et le potentiel de
membrane mitochondriale (MMP), qui sont essentiels pour comprendre I’impact des nanoparticules

sur les cellules vivantes [139].

Les résultats obtenus, illustrés dans le tableau IIl. 26 et la figure III. 51, révelent que les
¢chantillons testés sont classés comme “inactifs” ou “actifs” en fonction de leur potentiel toxique, ou
“inactif” indique une absence de toxicité significative et “actif” une indication de toxicité potentielle.
Cette catégorisation aide a différencier les substances slires des composés potentiellement dangereux
des les premicres phases de 1’étude. D’apres les évaluations de toxicité, les échantillons analysés ne
présentent aucun risque de toxicité spécifique aux organes. Cependant, il est essentiel de noter que,
malgré 'utilité¢ de ProTox-II, certaines limites demeurent, telles que la variabilité¢ des prédictions et
le manque de fiabilité absolue dans les résultats. Par conséquent, des études in vitro et in vivo
supplémentaires sont nécessaires pour valider et confirmer les effets toxiques réels des substances en

conditions expérimentales contrélées [211]
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En analysant les différences entre les études in vivo de toxicité et les profils générés par
ProTox-II (Tableau III. 27), plusieurs conclusions intéressantes peuvent étre tirées concernant la
capacité prédictive du modele pour différents types de toxicité. Les résultats de ProTox-II se
montrent souvent en accord avec les résultats expérimentaux, en particulier pour des critéres de
toxicité tels que la cancérogénicité, I’immunotoxicité, la mutagénicité et la cytotoxicité. Cette
cohérence entre les prédictions in silico et les données expérimentales renforce la crédibilité de

ProTox-II comme outil de prédiction fiable dans le domaine de 1’évaluation de la sécurité chimique.

Un aspect essentiel de ProTox-II est son approche basée sur des descripteurs moléculaires et
des algorithmes d’apprentissage automatique, offrant une plateforme évolutive et adaptable qui peut
s’ajuster aux avancées scientifiques. En intégrant des données nouvelles et variées, ProTox-II dispose
d’un modele puissant pour évaluer divers effets toxiques, y compris des parametres tels que la
néphrotoxicité, la neurotoxicité, la génotoxicité et la cardiotoxicité. Les performances actuelles du
modele, qui se traduisent par une précision notable, témoignent de la robustesse de la plateforme. Ces
caractéristiques font de ProTox-II un outil prédictif dynamique et en constante amélioration, apte a
répondre aux exigences complexes de la découverte de médicaments et de I’évaluation des risques

[139].
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Tableau I11.26: Prédictions de toxicite spécifique a un organe a l'aide de ProTox 11

Classification Cible Chitosan ZnONPs Chitosan/ZnO
Prédicti Prob Prédicti Pro Prédicti Pro
on abilit on bab on bab

é ilité ilité

Toxicité Hépatotoxicité Inactive 0.74 Inactive 0.97 Inactive 0.97

organique

Paramétres de Cancérogénicité Inactive 0.69 Inactive 0.66 Inactive 0.57

toxicité Immunotoxicité Inactive 0.83 Inactive 0.99 Inactive 0.99

Mutagénicité Inactive 0.62 Inactive 0.59 Inactive 0.85
Cytotoxicité Inactive 0.65 Inactive 0.79 | Inactive 0.78

Tox21 - Voies de | Récepteur d'hydrocarbures Inactive 0.97 Inactive 0.97 Inactive 1.0

signalisation des aryliques (AhR)
récepteurs Récepteur d'androgénes (AR) Inactive 0.92 Inactive 1.0 Inactive 1.0
nucléaires Domaine de liaison du ligand | Inactive 0.96 Inactive 0.88 Inactive 0.99
du récepteur des androgeénes
(AR-LBD)
Aromatase Inactive 0.98 Inactive 0.93 Inactive 0.82
Récepteur d'cestrogéne alpha | Inactive 0.69 Inactive 0.94 Inactive 0.99
(ER)
Domaine de liaison du ligand Inactive 0.94 Inactive 0.86 Inactive 1.0
du récepteur des cestrogénes
(ER-LBD)
Récepteur gamma activé par | Inactive 0.99 Inactive 0.86 Inactive 0.99
les proliférateurs de
peroxysomes (PPAR-Gamma)

Tox21 - Voies de Facteur nucléaire (dérivé des Inactive 0.98 Inactive 0.79 Inactive 0.99
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réponse au érythroides 2) de  type
stress 2/élément sensible aux

antioxydants (nrf2/ARE)

Elément de réponse au facteur | Inactive 0.98 Inactive 0.79 Inactive 0.99
de choc thermique (HSE)

Potentiel de membrane Inactive 0.95 Inactive 0.95 Inactive 0.83
mitochondriale (MMP)

Phosphoprotéine (suppresseur | Inactive 0.95 Inactive 0.89 Inactive 0.99
de tumeur) p53

Protéine 5 contenant le Inactive 0.98 Inactive 0.88 Inactive 0.99

domaine AAA de la famille

ATPase (ATADS)
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(b) ZnONPs
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Prosamsaes i1 sty

(c) chitosan-
ZnONPs

Figure II1.51: Analyse de la toxicité spécifique a l'organe (a) du chitosane ; (b) des ZnONPs ; et (c)
des chitosane-ZnONPs
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Tableau I11.27: Comparaison des résultats d'études de toxicité in vivo et prédiction informatique des
profils de toxicité des produits chimiques a l'aide de la méthode ProTox-11

Toxicité in vivo

Profils de toxicité des produits chimiques a 1'aide de la méthode ProTox-1I

Cancérogénicité | Immunotoxicité | Mutagénicité Cytotoxicité
Composé Toxicité | Refer | Prédicti | Prob | Prédicti | Prob | Prédicti | Pro | Prédicti | Prob
on abilit | on abilit | on bab | on abili
é é ilité té
Isoeugénol Fort [478] Active 0.55 | Active 0.85 Inactive | 0.97 | Inactive | 0.85
DNCB (témoin | Extréme | [479] Inactive | 0.93 Inactive | 0.65 Active 0.98 | Inactive | 0.73
positif) ment fort
Formaldéhyde | Fort [480] Active 0.78 Inactive | 0.99 | Active 0.83 | Inactive | 0.82
Paraphényléne | Extréme | [480] Inactive | 0.85 Inactive | 0.99 | Active 0.84 | Inactive | 0.75
diamine ment fort
Amylcinnamald | Modéré [478] Inactive 0.61 Inactive 0.80 Inactive 0.95 | Inactive 0.62
éhyde
Cinnamaldéhyd | Modéré | [480] Inactive | 0.71 Inactive | 0.98 | Active 0.72 | Inactive | 0.92
e
Hydroxycitrone | Modéré | [478] Inactive | 0.67 | Inactive | 0.94 | Inactive | 0.87 | Inactive | 0.86
1lal
Géraniol Faible [478] Inactive 0.76 Inactive 0.99 Inactive 0.97 | Inactive 0.86
Alcoolcinnamiq | Faible [478] Inactive 0.84 Inactive 0.98 Inactive 0.94 | Inactive 0.93
ue
Eugénol Faible [480] Inactive 0.73 Inactive 0.83 Inactive 0.97 | Inactive 0.90
Acide para- | Faible [481] Inactive 0.62 Active 0.96 Inactive 0.97 | Inactive 0.93

aminobenzoiqu

e (PABA)
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Tableau I11.28: Résultats des études de toxicite in vivo dans les études précédentes

Compound Toxicity Refer
ChitosanNPs Non toxique [482]
ChitosanNPs Non toxique [483]
ChitosanNPs Non toxique [484]
ZnONPs Non toxique [485]
ZnONPs Non toxique [486]
ZnO-CTS Non toxique [486]
ZnO-PEG Non toxique [486]
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Conclusion:

Pour synthétiser des nanoparticules, plusieurs méthodes sont utilisées, notamment chimiques
et physiques. Cependant, ces méthodes ont un impact négatif sur la santé humaine et
I'environnement. Il est donc devenu nécessaire de rechercher des méthodes respectueuses de
l'environnement. C'est pourquoi les scientifiques s’orientent actuellement vers la syntheése de
nanoparticules de manicre biologique. Parmi ces méthodes figure 'utilisation d’extraits de plantes

comme agent réducteur.

Dans ce travail, nous nous sommes appuyés sur l'extrait de la plante Solanum nigrum pour
synthétiser des nanoparticules de ZnO. Ces nanoparticules présentaient des formes sphériques,
compactées les unes sur les autres, avec un diamétre d'environ 15,3 nm. Le pourcentage de

cristallinité était de 85,70 %, et la bande interdite était de 3,48 eV.

Afin d'améliorer leurs propriétés, une nanoparticule a été préparée a partir de chitosane extrait
des carapaces de crevettes. L'indice de cristallinit¢é du chitosane était de 74,5 %. Ensuite, des
nanoparticules de ZnO ont été incorporées dans la matrice polymére de chitosane, formant des
sphéres agglomérées plus grandes que les nanoparticules de ZnO seules, avec un diametre de 27,8

nm, une cristallinité de 78,40 %, et une bande interdite de 3,33 eV.

Par la suite, une nouvelle nanoparticule a base de PVP a été préparée pour améliorer la
dispersion du chitosane-ZnO. Ces nanoparticules présentaient un diameétre de 30,1 nm, une

cristallinité de 80,20 %, et une bande interdite de 3,20 eV.

Les propriétés biologiques de ces trois nanoparticules ont été étudi¢es. Les résultats de
l'activité antioxydante, mesurés via le test DPPH ICs, (mg/ml), étaient respectivement de (0,095 +

0,16), (0,083 + 0,39) et (0,061 £ 0,01) pour les nanoparticules de ZnO, le chitosane-ZnO, et le
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chitosane-ZnO/PVP. Les résultats du test ABTS ICs, (mg/ml) étaient respectivement de (0,092 +

0,09), (0,079 + 0,21) et (0,059 = 0,11).

Les résultats du test TAC étaient de (287,92 + 4,18), (351,20 + 2,34) et (367,43 + 1,82),
tandis que ceux du test FRAP étaient respectivement de (82,11 £ 1,06), (135,68 + 0,78) et (217,24 +
3,33). Par ailleurs, la capacité des trois nanoparticules a ¢été évaluée dans le test d'hémolyse

oxydative, avec des résultats ICsq respectifs de (0,057 £ 0,01), (0,421 £ 0,094) et (0,713 + 0,088).

Leur efficacité¢ a également été évaluée dans le test du facteur de protection solaire (FPS),
avec des résultats de (36 + 0,44), (42 £ 0,17) et (57 £ 0,86) respectivement. En outre, I'activité anti-
inflammatoire a été testée, révélant des résultats ICsq de (0,827 £+ 0,108), (0,540 £ 0,081) et (0,201 £

0,074) respectivement.

L'activité antibactérienne a également été testée, montrant de trés bons résultats pour tous les
¢chantillons, avec une efficacité¢ plus prononcée contre les bactéries Gram-positives. Des résultats
similaires ont ét€¢ observés dans le test d'activité¢ antifongique, ou une relation directe entre la

concentration des échantillons et I'inhibition des bactéries et des champignons a été constatée.

Ensuite, la dégradation photocatalytique des colorants MB et TB a été étudiée. Les résultats
de tous les échantillons ont été excellents, le pourcentage d'élimination des colorants atteignant 100
% avec le chitosane-ZnO/PVP. L'effet du pH a également été étudié, montrant que les meilleurs

résultats étaient obtenus a des pH faibles.

Enfin, la toxicit¢ a été évaluée a I’aide de ProTox-II, révélant que les échantillons ne

présentaient aucune propriété toxique.
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