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Résumé

Résumé:

L'objectif de nos travaux est la biosynthése des nouvelles nanoparticules par
dopage ( znic dopé par sélénuim Zn-Se) a base d'extrait des feuilles de plante Neruim
Oleander (laurier rose),et I'évaluations leurs activités biologiques.A travers d'analyse
de diffraction des rayons X (DRX) .nous étudée les caractirisation des nanoparticules(
confarmé la nature cristalline, taille et volume ) .

Les résultats des activités biologiques ont montré que ,L'activité anticoagulante
a montré des temps de coagulation de 30s pour le Zn-SeNPs 0.5%. et (115s) pour le
Zn-SeNPs 2%.

Les activités antioxydantes Pour les tests (DPPH,FRAP, B-caroténe),a donné un
résultat meilleur par rapport d' acide ascorbique, qui est estimé a 100%, les résultats
sont les suivants les pouvoirs d’inhibitions la plus éleve ( 93%) pour Zn-SeNPs 1%,le
teste FRAP ont trouvé les d’inhibitions la plus éléve (96%) pour Zn-SeNPs 0.5%,le
blanchissement du B-caroténe pour les trois Zn-SeNPs sont (41,14 %), (39,21%) ,
(25.49 %) pour Zn-SeNPs 2% , Zn-SeNPS 1% , Zn-SeNPs0.5% respectivement.

L’effet d’inhibition activié I’hémolyse du peroxyde d’hydrogene (H20- )a été
réalisée dans les dopages de NPs qui sont (65.15%) pour Zn-SeNPs 2%,(114.64%)
pour Zn-SeNPs 1% et (99.49%) pour Zn-SeNPs 0.5%.L’effet d’inhibition activité
anti-hémolyse hypotonique (NaCl) obtenues sont proches les une des autres Zn-SeNPs
2% qui présente (67.52%) et Zn-SeNPs 1% (61.81%),et Zn-SeNPs 0.5% (60.94%).

L’activité anti-inflammatoire de Zn-SeNPs 0.5% atteint un taux de (13,05%)
contre (9.5%) et (9,2%) pour t Zn-SeNPs 2% et Zn-SeNPs 1% .

L' activité antibactérien des Zn-SeNPs 0.5% et Zn-SeNPs 1% et Zn-SeNPs 2%
Ils ont peu effet pour gautre les souches bactériennes Escherichia coli, Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, il n'y a pas effet pour
activité anti-candidose sur une souche Candida albicans.

Mot clés : Oxyde de séleniume , Acétate de zinc , Nuriume Oleander |,
nanoparticule, biosynthése,activités biologiques .




Résumé

Abstract:

The objective of our work is the biosynthesis of new nanoparticles by doping (znic
doped with selenuim Zn-Se) based on the extract of the leaves of the Neruim Oleander
(oleander) plant, and the evaluation of their biological activities. X-ray diffraction
analysis(DRX). We study the characterization of nanoparticles (confirmed the
crystalline nature, size and volume).

The results of the biological activities showed that the anticoagulant activity showed
coagulation times of 30s for Zn-SeNPs 0.5%. and (115s) for 2% Zn-SeNPs.

The antioxidant activities For the tests (DPPH,FRAP, B-carotene) gave a better result
compared to ascorbic acid which is estimated at 100%, the results are the following
the highest inhibiting powers (93 %) for 1% Zn-SeNPs, the FRAP test found the
highest inhibition (96%) for 0.5% Zn-SeNPs, the B-carotene bleaching for the three
Zn-SeNPs are (41.14% ), (39.21%) , (25.49%) for Zn-SeNPs 2% , Zn-SeNPS 1% ,
Zn-SeNPs 0.5% respectively.

The inhibition effect activated the hemolysis of hydrogen peroxide (H20>) was
carried out in the dopings of NPs which are (65.15%) for Zn-SeNPs 2%, (114.64%)
for Zn-SeNPs 1% and (99.49%) for 0.5% Zn-SeNPs. The hypotonic anti-hemolysis
(NaCl) activity inhibition effect obtained are close to each other of the other 2% Zn-
SeNPs which present (67.52%) and 1% Zn-SeNPs ( 61.81%), and Zn-SeNPs 0.5%
(60.94%).

The anti-inflammatory activity of Zn-SeNPs 0.5% reaches a rate of (13.05%) against
(9.5%) and (9.2%) for t Zn-SeNPs 2% and Zn-SeNPs 1%.

The antibacterial activity of Zn-SeNPs 0.5% and Zn-SeNPs 1% and Zn-SeNPs 2%
They have little effect on other bacterial strains Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, there is no effect for
anti-candidiasis activity on a Candida albicans strain.

Keywords: Selenium oxide, Zinc acetate, Nurium Oleander, nanoparticle,
biosynthesis, biological activities
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Introduction générale

Le mot « nano » est dérivé du mot grec « Nanos » qui signifie « nain » et que I'échelle
nanometrique
représente une partie d'un milliard, un nanomeétre équivaut donc 10~° métres. [Hulkoti, N. 1.,
& Taranath, T. C. (2014).]

La nanotechnologie est considérée comme I'une des technologies les plus importantes
qui pénetrent dans de nombreux domaines, elle dépend de la formation de particules de
dimensions nanométriques, et elles ont des propriétés différentes de celles de métaux qui les
composants et cela dépend de | 'ingénierie des particules métalliques des différentes formes et
tailles ,I'" intérét pour la production des nanomatériaux métalliques a été revu ces derniéres
annés en raison de son utilisation dans divers domaines tels que la biomédecine et |

‘agriculture.

Les nanoparticules métalliques ont une large considération en raison de sa demande
dans la variété des domaines, y compris les sciences biomédicales, l'industrie chimique,
I'électronique, la livraison de médicaments-gene et biocapteur, etc...

D’habitude, les nanoparticules peuvent étre synthétisées par différents procédé physico-
chimique comme la déposition de vapeur et la réduction chimique. Depuis quelques années la
communauté scientifique étudie plutdt les organismes vivants (bactéries, champignons,
plantes, levures...) comme biréacteurs pour fabriquer les nanoparticules. L’intérét des
synthéses par les plantes, outre-leur simplicité de mise en ceuvre, est la disponibilité de la
matiére premiere et surtout I’activité biologique que peut présenter cette derniere. (Singh, P.,
Kim, Y. J,, Zhang, D., & Yang, D. C. (2016).

Les produits végétaux trouvent une utilisation nécessaire dans la biosynthese verte des
nanoparticules du fait de leur simplicité de mise en ceuvre et leur exploitation fait des progres

étonnants dans I'extraction et la purification de leurs composants actifs.

L’objectif de ce travail est la biosynthése des nouvelles nanoparticules a base des
extraits de plante (les feuilles de Neruim Oleander) et I'évaluations de leur activitées

biologiques.

Ce mémoire comporte deux parties : une partie bibliographique et une partie
expérimentale.La partie bibliographique comporte chapitrel — qui est généralités sur les

nanoparticules,et chapitre 1l est présentation de plante étudiée,chapitre Il est généralités sur
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les ménireux utilises. chapitre 1V est les activités biologiques. La partie expérimentale
comporte chapitre | matériel et méthode et chapitre Il est résultat et discussions.
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Chapitre | Généralités sur Les nanoparticules

1.1) Généralités :

Le domaine de la nanotechnologie est défini comme une combinaison de science et
d'ingénierie. La nanotechnologie peut également influencer la conception, la synthese et la
caracterisation des particules (Sahoo, Parveen et Panda, 2007).

La nanotechnologie a produit des matériaux de différents types au niveau nano. Les
nanoparticules (NP) sont une large classe de matériaux qui contiennent des particules qui
peuvent étre 0D, 1D, 2D ou 3D (Tiwari et al. D, 2012). L'importance de ces matériaux a été
réalisée lorsque les chercheurs ont découvert que la taille peut affecter les propriétés
physiques et chimiques d'un matériau, qui est un domaine de recherche et développement
interdisciplinaire basé sur la connaissance et la maitrise des choses infiniment petites. Plus
précisément, elle regroupe toutes les technologies permettant de synthétiser, traiter et
caractériser la matiere a I'échelle nanométrique et comprend plusieurs domaines
différents.C'est une science qui vise a étudier et comprendre les propriétés de la matiére au
niveau atomique et moléculaire (Dreaden et al., 2012).

1.2) Définition des nanoparticules :

Les nanoparticules (NPs) sont des agrégats de petites molécules de taille nanométrique
(dimension entre 1 et 100 nm) constitués de quelques centaines a quelques milliers d’atomes.
La taille nanométrique augmente la surface de contacts entre les matériaux, ce qui leur
confere une plus grande réactivité (Delay and Frimmel 2012).

C’est un agglomérat des millions d’atomes qui forment une molécule dont la dimension
est comprise entre 5 et 200 nm (Faraji et Wipf 2009) ou plus globalement inférieure & 1um.
Les tailles des nanoparticules sont donc du méme que les protéines et les virus (Figurel).
(D.E. Belfennache, constantine, 2012).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535217300990#b0110
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Atomes Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules
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Nanoparticules

Figure N°01 : Gamme de tailles des nanoparticules comparées a celles des principales

structures chimiques et biologiques (D.E. Belfennache,constantine, 2012).

1.3) Tailles des différents types de nanoparticules :

05 K R

Dendritic Polymer-drug  Polymer-protein

polymers conjugates conjugates Polyplexes micelles nanogels
(15-15nm) (5-15nm) (1020 nm) (40 « 60 nm) (20+ 100 nm) (20 - 200 nm)

10* 10* 10" m

Figure N°02 : Tailles des différents types de nanoparticules (Belfennache, 2012)
1.4) Classification des nanoparticules :
1.4.1) Classification de nanomatériaux selon leurs formes d’utilisation :

v Matériaux de dimension O :

Matériaux sous forme dispersée, aléatoire ou organisee comme dans les cristaux
colloidaux pour I’optique ou les fluides magnétiques.

v' Matériaux de dimension 1 :

Matériaux sous forme de nanofils ou de nanotubes.
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v Matériaux de dimension 2 :

Matériaux sous forme de couche mince, comme dans les dépdts d’agrégats ou de
revétements épais obtenus par projection plasma on voieélectrochimique.
v' Matériaux de dimension 3 :

Matériaux sous forme compacte comme dans les céramiques et les métaux
nanostructures (A. De I’Afsset, R.d.E.2010).

¢ N
)
© &P ’
R ‘
E.0P (‘a@ ‘
-0 ¥ :
Clusters Nanotubes, fibers and rods Films and coats Polycrystals
0D 1D 2D 3D

Figure N°03 : Types des nanoparticules selon leurs dimensions (E.-A. Moustafa, A. Noah, K.

Beshay, L. Sultan, M. Essam, O. Nouh,2015)

1.4.2) Classification des nanomatériaux selon leur localisation au sein du
composant /objet /produit considéré :

Nanomatériaux

Monophase ou

Surface structuree, film
multiphase Particules et film structure
« surface bound » En suspension En suspension En suspension
(liaison a la surface) dans un liquide dans un solide dans l'air

Figure N°04 : Classification des nanomatériaux selon leur localisation au sein du composant/

objet /produit considéré (S. Foss Hansen, B.H. Larsen, S.1. Olsen, A. Baun,2007).
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1.4.3) Classification des nanoparticules en fonction de leur composition chimique :

Tableau N°01 : Classification des nanoparticules en fonction de leur composition chimique

(EPA-Nanotechnology-White-Paper,2007)
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1.4.4) Classification de nanoparticules en fonction de leurs sources :
1.4.4.1) Origine naturelle :

v" Biologique :

Dont I’ADN - diamétre de I’ordre de 2,5 nm, plusieurs bactéries - 30nm a 10 mm,
plusieurs virus 10 a 60 nm).

v Minérale ou environnementale :

(La fraction fine du sable de désert, les fumées originaires d’activité volcanique ou de
feux de forét et certaines poussiéres atmosphériques).

v Origine humaine :

Les « engineered nanoparticules », ou nanoparticules manufacturees, qui sont les
nanomatériaux fabriqués dans un but d’application technologique., comme les particules
ultrafines d’oxyde de titane et des métaux ultrafins, les pigments de peinture, etc. Les « bulk
nanoparticules » : le noir de carbone, la fumée de silice, la fumée d’huile, le « smog » et les
particules diesel...etc. (F. Prosie, F.-X. Lesage, F. Deschamps 2008).

1.5) Exemples des nanoparticules et ses applications, propriétés et fonctionnalités :

Les différentes nanoparticules sont résumées dans le tableau suivant :
Tableau N°02 : Exemples des nanoparticules et ses applications, propriétés et fonctionnalités
(Elkaiem, constantine, 2005)

Nanomatériaux Applications Propriétés, fonctionnalités
Antibactérien.

Dégradation/adsorption de
contaminants.

Déodorants, dentifrices.
Agents de dépollution des eaux

Argen et des sols. Conductivité microélectronique.
Encre. . - .
: Antibactérien, pigment.
Habillement. . e
Teignabilité.
Autonettoyant, dépollution.
Absorbeur UV.

Béton, ciment.
Créme de soin, créeme solaire
Dioxyde de Agents de dépollution des eaux

Dégradation/adsorption de
contaminants.
Autonettoyant, dépollution.

il et Qes sols. Résistance aux UV et aux
Peintures. .
Habillement rayures. Résistance aux UV.
Autonettoyant, retardateur de
flamme.
. Pigment.
Maqunlfage. Conductivité.
- Batterie. . .
Noir de carbone . Pigment, pouvoir couvrant.
Peinture. Conductivité thermique et
Habillement. ; . q
électrique.
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Nanotube de
carbone (NTC)

Cellule photovoltaique.
Batterie.
Peinture.

Habillement.

Rendement conductivité.
Résistance mécanique.
Conductivité électrique.
Résistance a I'abrasion.
Retardateur de flamme.

Résistance mécanique.

Conductivités thermique et

électrique.

Fullerénes

Vectorisation de médicaments,

Créme de soin.

de protéines, de géenes
Pneumatique.

Antioxydant.

Encapsulation et transport dans
I'organisme.

Résistance mécanique.

Oxyde de zinc

Conditionnement et emballage

plastique.
Creme de soin.
Cellule photovoltaique.
Peinture.

Antibactérien.
Cicatrisant, adsorbeur UV.
Rendement.
Matité, autonettoyant,
dépollution.
résistance aux UV.

Silice amorphe

Béton.
Dentifrice
Peinture.
Habillement.

Fluidifiant, résistance
mécanique, protection thermique.
Abrasif, épaississant.
Matité, résistance aux rayures et
a l'abrasion. Retardateur de
flamme, hydrophobie, anti-tache,
antiadhésif.

Conditionnement et emballage

plastique. o
Argile Beton. . I_\/!apte; .
N . . Teignabilité, résistance
Creme de soin, maquillage. mécanique, retardateur de
Habillement. que,
flamme.
Pigment.

Résistance mécanique,
conservation Résistance au feu.

Oxyde ferrique

Maquillage Agents de
dépollution des eaux et des sols.
Peinture.
Détection, marquage et
imagerie biologique

Dégradation/adsorption de
contaminants.
Pigment.
Magnétisme.

Pot catalytique.

Catalyseur d'oxydation du
monoxyde de carbone.

Dioxyde de Verre
Cérium Peinturé Résistance aux UV.
' Résistance aux UV, anti-graffitis.
Conditionnement et emballage .
lastiqgue Maquillage Con_servanon.
Oxyde P . ' Pigment.
, . Eclairage. ]
d'aluminium > Rendu de I'éclairage.
Pneumatique. g L
: Résistance mécanique.
Habillement.

Terres rares

Radiothérapie et
thermothérapie.
Détection, marquage et
imagerie biologique.

Tracabilité, anti-contrefacon
Transports d'agents
thérapeutiques Luminescence.
Substitution des metaux lourds.

Batterie.

10
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1.6) Les générations des nanoparticules :

Nanostructures Actives INanostructures Systéme de nanosystéme Nanosystémes
Passives Moléculaires
. > Assemblage > Molécules a
> Electronique
» Nanoparticules a moléculaire fagon
> Nanotubes » Capteurs > Structuration en » Fonctions
> Nanocomposites > Medi 3D hiérarchisées
> Nanorevétements .. > Robotique > Systéme
vectorises
» Matériaux > Supra- évolutifs
nanostructurés > Structures molécules
adaptative
1" Génération 2°me Génération 3me Génération 4°me Génération

Figure N°05 : Développement des nanotechnologies - Les 4 générations de (nanostructures
/nanosystemes) (E. Gaffet, 2008)

1.7) Procédés de fabrication de nano-objets et de nanomatériaux :

Les nanoparticules peuvent étre synthétisées selon deux approches differentes. La
premiére méthode dite « ascendante » (en anglais bottom-up) et la deuxiéme dite
«descendante » (top-down). L’approche ascendante issue de I’ingénierie chimique se résume
a ordonner la matiere atome par atome, ou molécule par molécule pour construire des nano-
objets avec des propriétés controlées, ce processus est similaire a celui observé dans la nature,

le monde du vivant ¢’est formé par 1’autoassemblage de composés ¢lémentaires.

Tout a fait complémentaire, 1’approche descendante (top-down) issue de 1’industrie de
la microélectronique, est utilisée dans la fabrication des objets de petite taille pour intégrer un
maximum de composants dans une surface donnée. Parmi les méthodes couramment utilisées,
citons les micro-nano-lithographies (optiques, RX, électroniques), ou les micro-nano-gravures

par faisceaux d’ions.

La différence entre les deux processus repose sur les caractéristiques suivantes :
I’approche « bottom-up » permet de synthétiser une large gamme de matériaux avec une taille
et une morphologie bien contrélée, mais en parallele nécessite l’utilisation de procedes

physiques et chimiques.

L’approche « top-down », quant a elle, se limite & des procédes mecaniques, elle permet
d’obtenir une quantité importante de matiére avec un control amoindri (A.A. Ayachi.

CONSTANTINE, 2015).

11



Chapitre |

Généralités sur Les nanoparticules

Approche « ascendante » (boltom-up) l

Approche « descendante » (lop-down) I

Synthése de nanoparticules
métalliques

| Matériau massd
)
’

I (5 rovere

: Nanoparticules

i

Approches
chimiques
« botton-up »

<

:> Approches
physiques

« top-down»

]

e Pyrolyse

e Sol-gel

e Synthése fluide
supercritique

e Dépoét chimique en
phase vapeur

/

* Synthése verte
(plants. algucs,
bactérics,

champignons, levures,

actinomycétes).

-

|

Gravure

Fraisage mécanique
Ablation Laser
Décomposition thermique
Lithographie.

Figure N°06 : Schéma illustrant les différentes techniques de synthése des nanoparticules (M.
Ricaud, O. Witschger,2012)

1.8) Propriétés des nanoparticules :

Les nanoparticules présentent des propriétés qui sont en fonction de leur composition,
leur structure, et de la surface exposee ainsi que de leur procédé de synthése. Cependant,
quelle que soit leur origine, les nanoparticules possedent des propriétés physiques communes

qui découlent notamment de leur dimension (tableau 1) (Guitou, Marie-Anne. 2014).

Tableau N°03 : Evolution des propriétés des particules a 1’échelle nanometrique

Propriétés Exemple
Catalytique Efficacité catalytique élevée due au rapport surface/volume éleveé.
Augmentation de la conductivité électrique des céramiques et
Electrique des nano composites magnétiques.
Augmentation de la résistance électrique des métaux.
- Augmentation de la coercivité magnétique, comportement
Magnétique >
super paramagnétique.
Mécanique A_ugmentation de _Ig dureté et de la solidit_é _des métaux et des
alliages, de la ductilité et de la Super élasticité des céramiques.
Changement spectral de I'absorption optique et des propriétés
Optique fluorescentes, augmentation de I'efficacité quantique des
cristaux semi-conducteurs.
- Augmentation de la sélectivité Sphéres creuses pour un transport
Stérique - g - TR Al
specifigue de médicaments et une distribution contrélée.
Augmentation de la perméabilité vis-a-vis des barrieres
Biologique biologiques (membrane, barriere épithéliale), augmentation de
la biocompatibilité.

12




Chapitre | Généralités sur Les nanoparticules

1.8.1) Propriétés mécaniques :

L’effet de la nanostructure se traduit par un phénomene de superplasticité. L’exemple
ci-dessous présente un allongement extrémement important (de plus de 5.000 %) pour un

matériau de cuivre nanocristallin obtenu par laminage a froid.

Des nanocéramiques nanostructurées peuvent également étre mises en forme par

déformation superplastique (Avis de ’AFSSET et rapport du groupe d'experts, 2006).

g w 'ci!e;z sl

”.‘ ity
"“ /44 e e W

,/-'. :v’ ¥ ‘.'.

Figure N°07 : Déformation superplastique d’un nanomatériau massif a base de Cu
1.8.2) Propriétés électriques:

L’introduction de nanoparticules et/ou de nanotubes peut modifier de fagon drastique la
conductivité ¢lectrique de matériaux réputés isolants. Dans I’exemple ci-dessous, la
conductivité électrique atteint 3345 S/m pour un ajout de 15 % vol. De nanotubes de carbone
de type mono feuillet dans une matrice d’alumine, correspondant a une modification de 13
ordres de grandeur de la valeur initiale (Avis de ’AFSSET et rapport du groupe d’experts,
2006).

1.8.3) Propriétés optiques :

La réduction de la taille d’un objet semi-conducteur ou métallique a 1’échelle
nanométrique conduit & de fortes modifications de sa réponse dans le domaine optique,
comparée a celle du massif. Les nanoparticules métalliques exhibent une résonance plasmon

de surface. Les caractéristiques (position spectrale, amplitude et largeur spectrale) de cette

13



Chapitre | Généralités sur Les nanoparticules

derniere dépendent de la taille, de la forme et de I’environnement des nanoparticules

(Andrieux - Ledier, Amandine. 2013).
1.8.4) Propriétés magnétiques :

Les matériaux ferromagnétiques se caractérisent par un alignement spontané des
moments magnétiques de chaque entité élémentaire dans la méme direction, contrairement
aux matériaux paramagnetiques pour lesquels 1’orientation est aléatoire. A haute température,
les matériaux ferromagnétiques subissent une transition vers un état paramagnétique. En effet,
I’énergie thermique désorganise le systéme et vient contrer 1’alignement, laissant une
orientation aléatoire des moments magnétiques. La température de transition est appelée
température de Curie. Celle-ci décroit avec la taille du matériau étudié. Au-dessous d’une
certaine taille, le systéme se comporte comme un matériau paramagnétique du point de vue de
sa courbe d’aimantation, méme en-dessous de sa température de Curie, alors qu’il devrait étre
ferromagnétique. C’est le super paramagnétisme (Andrieux - Ledier, Amandine. 2013).

1.8.5) Propriétés de barrier :

Dans les nano composites a matrice polymeére, 1’incorporation d’argile augmente les
propriétés de barriere vis-a-vis de I’eau et des gaz du fait de I’augmentation de la distance a
parcourir pour les molécules qui diffusent. Les lamelles de silicate sont imperméables a I’eau
et aux gaz (Avis de ’AFSSET et rapport du groupe d'experts. 2006).

1.8.6) Propriétés thermiques :

Il est bien connu que les métaux NPs ont des conductivités thermiques plus élevées que
celles des fluides sous forme solide. Par exemple, la conductivité thermique du cuivre a
température ambiante est environ 700 fois supérieure a celle de 1’eau et environ 3000 fois
supérieure a celle de 1’huile motrice. Méme les oxydes comme I’alumine (Al203 ) ont une
conductivité thermique supérieure a celle de I’eau. Par conséquent, les fluides contenant des
particules solides en suspension devraient présenter des conductivités thermiques
significativement améliorées par rapport a celles des fluides conventionnels de transfert de
chaleur (Khan, Ibrahim, Saeed, Khalid et Khan, Idrees 2017).

1.8.7) Inflammabilité :

L’introduction de lamelles d’argile de taille nanométrique dans une matrice polymere
retarde sa dégradation et permet la formation d’une couche superficielle carbonisée qui ne

se fracture pas mais forme une nanostructure multicouche de silicate améliorant les
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propriétés de barriére et de résistance, jouant le role d’un isolant et réduisant les émissions

de produits volatils issus de la combustion (Andrieux - Ledier, Amandine 2013).
1.8.8) Propriétés catalytiques :

La diminution de la taille des nanoparticules entraine un rapport surface sur volume
important qui joue un role prédominant dans les propriétés mettant en jeu des échanges a
I’interface entre 1’objet considéré et son environnement. Ce large pourcentage d’atomes de
surface rend les matériaux plus réactifs d’un point de vue chimique, ce qui en fait des
candidats potentiels trés prometteurs pour les applications en catalyse hétérogene (Andrieux -
Ledier, Amandine 2013).

1.9) Applications médicales des nanoparticules :

De nombreux domaines d’activité utilisent déja des nanoparticules pour améliorer leurs
applications. Entre autres, 1’industrie automobile, [’industrie chimique, 1’industrie
¢lectronique, la cosmétologie, la santé, la recherche, ’habitation Les avantages et applications
que procurent les nanoparticules sur le plan médical, environnemental et commercial
intéressent les professionnels de la santé, les industriels et les consommateurs Les
nanoparticules permettent d’accroitre les performances de nombreux produits. Les
performances particuliérement recherchées sont 1’absorption des rayons ultra-violet,
I’amélioration des qualités textiles, 1’effet antimicrobien, [’apport d’une fonction
autonettoyante ou antiadhésive de surface, ’augmentation de la dureté ou encore 1’apport
d’une fonction antiagglomérant ou fluidifiante (Guitou, Marie-Anne.23 juin 2014).

1.9.1) Biocapteurs :

Un biocapteur est un dispositif analytique utilisé pour analyser des échantillons
biologiques. Il convertit une réponse chimique, biologique ou biochimique en signal

électrique. Un biocapteur contient trois composants essentiels :

-Bioélément ou biorécepteur.
-Le transducteur.

-L’unité électronique qui contient I’amplificateur, le processeur et I’écran (figure 11).
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* Transducer
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Figure N°08 : Schéma d’un biocapteur typique (McNamara, Karrina et A. M. Tofail, Syed.
2016).

1.9.2) Hyperthermie magnétique :

Le principe de I’hyperthermie est de cibler les cellules cancéreuses avec des
nanoparticules magnétiques fonctionnalisées. Une fois les nanoparticules attachées aux
cellules cancéreuses via des ligands, I’application d’un champ magnétique alternatif externe a
haute fréquence perme d’engendrer une élévation trés localisée de la température (par un
échauffement des nanoparticules en précession, en réponse a la rapide variation du champ
magnétique). Cette ¢€lévation de température permet de détruire ou d’endommager

uniquement les cellules cibles ou tumorales (Fodil, Kamel.2015).
1.9.3) Bioimagerie :

Il existe différentes techniques de bioimagerie telles que I’IRM, la tomodensitométrie
(CT), la tomographie par émission de positrons (TEP) et 1’échographie qui sont utilisées pour
la détection et le diagnostic des maladies. Afin d’améliorer le temps d’imagerie et
d’augmenter la biocompatibilité des agents de contraste, différents composés tels que les
nanoparticules noyau- coquille ont été étudiés comme agents de contraste possibles
(McNamara, Karrina et A. M. Tofail, Syed. 2016).

1.9.4) Délivrance ciblée des médicaments :

Dans le cas de nanoparticules, pour quelles puissent effectivement transporter le
principe actif jusqu‘au tissu ciblé, elles doivent pouvoir rester dans la circulation pendant

longtemps sans étre ¢éliminées afin d’améliorer I‘efficacité du traitement grace a
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I‘augmentation de la concentration du médicament dans la cible (Jordanovska, Svetlana.
2015).

1.10) Autres domaines d'applications des nanoparticules :

Tableau N°04 : Exemples des domaines d'application des (nanoparticules Kurtz-Chalot,

Andréa. 2014).

Secteur d’activite

Exemple d’applications actuelles et potentielles

Automobile,
aéronautique et
aerospatial

Matériaux renforcés et plus Iégers, peintures extérieures avec
effet de couleur plus brillantes, anti-rayures, anti-corrosion et
anti-salissures. Capteurs optimisant les performances des
moteurs, détecteurs de glace sur les ailes d’avion, pneumatiques
plus durables et recyclables. Additifs pour diesel permettant une
meilleure combustion...

Electronique et
communication

Mémoire a haute densité et processeurs miniaturisés, cellules
solaires, bibliotheque électronique de poche, ordinateurs ultra-
rapides, technologie sans fil, écrans plats et souples...

Agroalimentaire

Emballages actifs, additifs tels que les colorants, anti-
agglomérants et émulsifiant innovants..

Chimie et matériaux

Pigments, charges, inhibiteurs de corrosion, catalyseurs
multifonctionnels, revétements antibactériens et ultra résistants..

Construction

Ciments autonettoyants et antipollution, vitrage antisalissure,
Peintures, vernis et colles innovants...

Pharmacie et santé

Médicaments et agents actifs, surfaces adhésives médicales anti-
allergénes, médicaments sur mesure delivrés spéecifiquement,
surfaces biocompatibles pour implants. Vaccins et imagerie
innovants. ..

Cosmétique

Cremes solaires transparentes, pate a dentifrice abrasive,
magquillage de meilleure tenue...

Environnement et
écologie

Diminution des émissions de dioxyde de carbone, production
d’eau ultra pure a partir d’eau de mers, pesticides et fertilisantes
plus efficaces et moins dommageables...

17



~
Chapitre I

Présentation de plante utilisée

J
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11.1) Aspect botanique :
11.1.1) La famille Apocynaceae :

La famille des Apocynaceae ou Apocynacées est une famille de dicotylédones de I'ordre
des Gentianales, se sont pour la plupart, des lianes ou des plantes herbacées, quelques arbres
ou arbustes, a latex, a feuilles persistantes, des régions tempérées a tropicales (Judde et
al.,2002).

La famille comporte plus de 180 genres et 1300 especes, se développant principalement
dans la zone intertropicale (Bruneton, 2001; Shriff et al., 2006) répartis en 4 sous-familles
(Gaussen et al., 1982)

11.1.2) Genre Nerium :

Le genre Nerium regroupe dans le monde deux espéces (Popenoe, 1975 ; Yamauchi et
al., 1983):

* Nerium oleander L.

* Nerium indicum Mill.

Originaire de I’Asie du sud-est, I’espéce Nerium indicum Mill. (Syn: Nerium odorum
Sol.), est une espece d’Iran, de I’Inde, répandue de 1’ Arabie au Pakistan et a la Chine (Paris et
al., 1971). Elle est aussi signalée au Japon. Introduite en Europe au XVIlle siecle, on la cultive
souvent sur la cote atlantique, au sud de la Loire. Ses pétales ont un appendice divisé presque
jusqu’a la base en franges filiformes (Bruneto, 2001).

11.1.3) Espece Nerium oleander :

Le N. oleander ou laurier-rose (appelée localement Défla) est un arbuste appartenant a
la famille des Apocynaceae. Le nom latin Nerium vient du grec nerion signifiant <humide »,

indiquant la prédilection de cette plante pour les zones humides (Paris et al., 1971) .

Le nom latin Nerium vient du grec nerion signifiant « humide », indiquant la
prédilection de cette plante pour les zones humides. Nom spécifique oleander vient de I’italien
de « oleandro» qui vient du latin « olea » qui désigne l’olivier faisant référence a la

ressemblance des feuillages (Langford, 1996).
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11.1.3.1) Noms communs :

v" Nom botanique (Nom latin) :

Nerium oleander L., Nerium rhododandrum Dod., Nerium grandiflorum Desf
(Mahmoudi, 2013).

v Nom anglais :
Rose—bay common pink oleander (Bealev et Poppenga, 1999).
v" Nom vernaculaire :

Defla, Elel, Alili, Talilit, Anidj, Anin, Ariri, Alidji, nommé aussi au Maroc « Asa Musa
» (Lelong, 2008 ; Delille, 2007 ; Lorgue et al., 1987 ; Bonnier, 2001)

11.1.3.2) Synonymes :

Laurose, nerion, Rosage, Oléandre, Rhododaphné, Rhododendron de pline, laurelle,

Nérier, Nérier a feuilles de laurier L., canne de saint-Joseph, Belladona (Mahmoudi, 2013).
11.1.3.3) Taxonomie :

Selon la flore de I’Europe, le Nerium oleander est classé comme suit (Stursa, 2001).
Régne: Plantae

Division : Angiospermae

Classe : Dicotyledoneae

Ordre : Gentianales

Famille : Apocynaceae

Genre : Nerium

Espeéce : Nerium oleander L.

11.1.3.4) Distribution géographique :

Le N. oleander se développe notamment aux pays du pourtour du bassin
méditerranéen.ll serait originaire du Proche-Orient (Paris et al., 1971).

L’espéce croit spontanément sur les berges rocailleuses des riviéres, par fois méme dans
les zones littorales, habituellement dévolues aux espéeces halophiles. Adaptée a la sécheresse,
le N. oleander est trés décoratif pour la beauté de ses fleurs (Paris et al., 1971; Bruneton,
2001).
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En Afrique du Nord, le N. oleander est assez commun dans la zone steppique. En
Algérie sa présence est assez commune, surtout sur les alluvions et les terrains rocailleux.ll
avance le long des oueds dans le Sahara du Nord et se retrouve dans les montagnes du Tassili
et du Hoggar (Chopra et al., 1971).

Le N. oleander se répartit maintenant dans de nombreuses régions du globe au climat
méditerranéen ou subtropical (Californie, Australie...) (Ridings , 1976 ; Siddiqui et al.,
1987; Siddiqui et al., 1989 ; Begum et al., 1997 ; Begum et al., 1999 ; Banon et al., 2006).

Elle est fréeguemment cultivee comme ornemental (Ridings, 1976; Barbosa et al.,
2008; Delille, 2007).

Figure N°09 : carte géographique de plante Nerium Oleander dans le monde

(https://www.discoverlife.org/nh/maps/Plantae/Dicotyledoneae/Apocynaceae/Nerium/map_of

_Nerium.jpg)
11.1.3.5) Description botanique:

La plante est constituée par les organes suivants :

v Ecorce :

Brun grisatre, relativement lisse (Stursa, 2001). Portant de longs rameaux dressés
contenant un suc laiteux (Maaoui, 2014).

v Branche :

Longues, minces, érigées, densement feuillus dans la partie supérieure (Sturs, 2001).

v’ Feuille :

Lin¢aires a lancéolées (jusqu’a 15 cm), enticres, coriaces, vert foncé terne,

généralement ordonnées en verticilles de 3 a 4. Persistant (Stursa, 2001). Glabres, a pétiole
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tres court, réunies par trois ; nervure principale forte, nervures secondaires, trés nombreuses,
fines, paralléles et par paires (Hammiche et al., 2013).

v’ Fleurs:

Cymes Comprenant généralement 5 grandes fleurs tubulaires aux pétales étalés disposés
comme les pales d’une hélice ; a I’intérieur de la corolle se trouvent 5 stipules modifiées en
écailles et formant une couronne ; coloration variable : blanc, rose, pourpre foncé, orange ou
jaune (Stursa, 2001). Floraison mai a octobre (Maaoui, 2014).

v Fruits :

Fruit Brun fauve, de 10 a 12 cm, mince et presque cylindrique, forme de deux parties
qui, amaturité, se separent et s'enroulent tout en restant réunies par la base; les fruits sont trés
utilises dans les bouquets Sées (photo 34). Graines nombreuses, petites, couvertes de poils
roux formant

une aigrette a la partie supérieure (Hammiche, 2013).

v' Forme et hauteur :

Arbrisseau trés ramifié dans sa partie supérieure ; 1 a 4 m de haut (Baba Aissa, 1990)

Figure N°11 : arbuste de Nerium Figure N°10 : feuilles de Nerium
Oleander (EI Oued 2023) Oleander (EI Oued 2023)
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Figure N°12 : Fleurs de Nerium oleander Figure N°13: Fruits de Nerium oleander
(El Oued 2023) (http://sureaux.blogspirit.com/media/02/01/

NT7R7AT7RIR inn\

11.2) Aspect chimique :

Les études phytochimiques effectuées sur le N. oleander ont permis d’isoler un grand

nombre de métabolites secondaires tels que les cardénolides, triterpénes, prégnanes,
flavonoides, coumarines et des dérivés stéroidiques (Hanson, 1985). Une trentaine de
cardénolides ont été séparés ou caractérisés, majoritairement représentés par 1’oleandrine, les
odorosides A-M et 1’adigoside (Paris et al., 1971).

La plante accumule les hétérosides cardénolides dans tous les organes. Les feuilles
renferment environ 1,5% de cardénolides, dont 0.1% d’oléandrine ou 3-0-a-Loléadrosyl-16-
acétylgitoxigénine. Ces concentrations varient selon des considérations génétiques et
environnementales. L’oléandrine est accompagné d’analogues stéroidiques tels que : la
gitoxigenine, adynérigénine, 1’uzarigénine... (Bruneton, 1999). Les graines renferment de
I’oléandrine et des composés voisins : odorosides, adigoside, gluco-strospéside, etc.
(Bruneton, 2001). Toute la plante est dangereuse, ni 1’ébullition ni la dessiccation des feuilles
ne permettent d’inactiver les toxines constituées essentiellement d’hétérosides cardénolides.

Les mécanismes responsables de la toxicité sont a superposer a ceux des hétérosides

digitaliques classiques agissant principalement sur I’inhibition de I’ATpase Na-K

membranaire et par 1’élévation du calcium intracellulaire (Bruneton, 1999).
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B — sitostérol Odoroside A

Oleandrin Quercetine

Figure N°14 : Quelques métabolites secondaires de Nerium oleander
11.3) Aspects pharmacologiques :
Malgré sa toxicité établie, I’espéce N. oleander est utilisée en médecine traditionnelle

pour le traitement de nombreuses maladies et fait d’ailleurs partie de plusieurs

pharmacopées populaires (Adom et al., 2003).
11.3.1) Propriété pharmacologique du genre Nerium :

Les espéces de Nerium, Nerium indicum et Nerium oleander, sont des plantes toxiques,
a ce titre leur utilisation en phytothérapie est limitée a 1’'usage externe. Nerium indicum est
largement utilisée en médecine traditionnelle chinoise, pour stimuler les muscles cardiaques,

soulager les douleurs et comme insecticide (Shan et al.,2004). Les écorces de N. indicum ont
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¢été signalées comme douées d’une activité molluscicide contre Lymnaea acuminata (Singh et

al., 1998) in (Anonyme, 2009).
D’apreés la littérature, les diverses parties du N. oleander ont exhibé in-vitro et in-vivo

une série d’activités biologiques et pharmacologiques (Tableau 01 ) .

Tableau N°05 : Propriétés pharmacologiques de Nerium oleander.

Propriétés pharmacologiques et utilisation / (références)

Parties
utilisées
Cardiotoniques, antibactériens. (Hussain et al., 2004; Delille, 2007),
Feuilles | inhibition du systeme nerveux central (CNS) chez les souris. (Hanson,
1985; Hugq et al., 1999), anticancéreux (Hanson, 1985; Bor et al., 1988;
Begum et al., 1999).
Anticancéreux, antilepreux, anti-ulcéreux, antibactériens,
Racines cardiotoniques.

(Hanson, 1985; Siddiqui et al., 1989; Huq et al., 1999).

Différentes

Antimalaria, antivirale, anti-ulcéreux, anticancéreux, antidote (Ibrahim

parties
poitrine... (Al-yahya et al., 2000; Aouinty et al., 2006),
antiparasitaires. ..
(Siddiqui et al., 1987; Siddiqui et al., 1989; Adom et al., 2003; Ibrahim
et al., 2007).

et
al., 2007) et comme insecticide (Adom et al., 2003). Emménagogue,
comme Abortif, antispasmodique et dans le traitement d’angine de

11.4) Utilisations traditionnelles dans le monde :
Le Nerium oleander est employé en médecine traditionnelle pour le traitement de

nombreuses maladies et fait d’ailleurs partie de plusieurs pharmacopées locales (Almahy et

al., 2006). Les usages traditionnels des différents organes de Nerium oleander selon les pays

sont décrits dans le (Tableau 02).
Tableau N°06 : Principales utilisations de Nerium. oleander en médecine traditionnelle selon

les pays. (Adom et al., 2003).

Parties Pays Indications Mode
utilisées d’emploi
Feuilles Afrigue du sud Abortif *
fraiches Algérie Nettoyage et assouplissement des Décoction
ou séchées pieds (peau), contre
les caries dentaires
Iran cardiotonique et diurétique Infusion
Maroc Antidiabétique, abortif, démangeaison, | Décoction,
mal de téte , antigale, contre la chute infusion,
des cheveux et I’eczéma macération
Tanzanie et Turquie Antibactérien Décoction
Différents Cuba Meédecine de folklore *
organes Inde et Antibactérien *
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\ Bangladesh | |

11.5) Toxicité :

Nerium est une plante toxique par ingestion de ces diverses parties (feuilles, fleurs,
tiges,...). Sa toxicité envers ’homme, ’animal et certains insectes a fait 1’objet de plusieurs
études (Almahy et al., 2006). Neruim étant plus souvent associé a des intoxications
accidentelles chez les enfants ou méme chez les animaux domestiques (Bruneton, 2001).

Toutefois, des tentatives de suicide au Nerium sont régulierement colligées par les
toxicologues dans différentes parties du globe, et un cas d’utilisation a visée criminelle
Bourgeois et al., 2005).

L’empoisement peut étre causé€ par 1’ingestion d’une seule feuille verte ou séchée qui
peut s’avérer mortelle pour un adulte. Les premiers signes de 1’intoxication : inconscience,
irritation de muqueuses, nausées, vomissement, douleurs abdominales, diarrhée, polypnée,
troubles cardiaques graves, brilure de la peau parfois signalée chez les sujets sensibles. Les
symptomes apparaissent plusieurs heures (72h) aprés 1’ingestion d’une quantité toxique
(Adom et al., 2003). Les hétérosides cardiotoniques principaux constituants de Nerium les
toxiques sont reconnus a cette espéce (Bruneton, 2001).

11.6) Utilisations therapeutiques et activites biologiques :

Quelques préparations (poudre, extrait) ainsi que I'oleandrine ont figure dans certaines
pharmacopées mais sont, actuellement, abandonnées; en revanche, les usages traditionnels
demeurent. Quelques travaux ont mis en évidence une activité antibactérienne des extraits de
feuilles vis-a-vis de Pseudomonas (Ahmed, 1993). Des études récentes ont attribue a I'extrait

de la plante, une activité effective contre certains types de cancers (Rashan, 2011).
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111.1) Sélénium :

Le sélénium est un métalloide de la méme famille que I’oxygeéne ou le soufre. Il
appartient au groupe VI de la classification des éléments périodique de Mendeleiev. Sa masse
atomique est de 78,96 et de numéro atomique 34. (TEBANI, 2014).

111.1.1) Les propriétés physico-chimiques :

Du fait de I'identité de la couche électronique externe, les é1éments de la colonne VI
ont un grand hombre de propriétés physicochimiques communes. Toutefois, ils se
différencient, notamment en ce qui concerne le soufre et le sélénium, par le fait qu'a pH
physiologique, les groupements selénohydryls sont fortement dissociés (R-Se-) contrairement
aux groupements sulfhydryls généralement protonés (R-SH). Cela rend compte de l'intérét
particulier du Se au niveau du site actif des enzymes sé1éniées comme échangeur d'électron
(Duffield-Lillico, 2003).

Le sélénium présente de nombreux états d'oxydation (2, 0, + 2, + 4, + 6), sous forme de
séléniure, sélénium élémentaire, sélénite, sélénate (L&uchli, 1993) et est capable de réagir
avec de nombreux é1éments pour donner des composes semblables a ceux obtenus avec le

soufre (liaison Se-Se).

Ce sélénium est alors un cofacteur de plusieurs protéines, incorporé lors de leur

synthese sous forme d'un acide aminé, la s€1énocystéine. (Therond et al., 1997).
Différentes formes de sélénium :

Le selénium est présent dans la nature et les organismes animaux et végétaux sous des

formes organiques et inorganiques. (Graham, 1991).

v' Les formes organiques sont : la sélénométhionine et la sélénocystéine .
v' Les formes inorganiques sont : sélénite, séléniure, sélénate et 1’élément sélénium

(figure).
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Formes organiques Formes inorganiques
o
2-
— Sélénométhionine Se Séléniure
OH
2.
Se SeO, Sélénite
/
6] L2
SeO, Sélénare
H2N Sélénocystéine
OH
Se Séléninum
Se
_~

Figure N°15 : Représente les formes organiques et inorganiques du selénium (Graham,
1991).

111.1.2) Source et dose recommandée en sélénium :

Dans I’écorce terrestre, le sélénium se trouve a un taux moyen de 0,2pg/g. Toutefois, sa
répartition dans les sols est extrémement variable. A partir du sol, I’élément peut étre extrait
par les plantes qui le transforment en composés organiques, telle la sélénométhionine. La
teneur en Se des aliments varie beaucoup selon le type d’aliment et la concentration en Se des
sols utilisés pour la culture, la cuisson ou la transformation n’a que peu d’effet sur la
concentration en Se des aliments (Maggee et James 1996 ; Navarro-Alarcon et Cabrera-
Vique, 2008).

Le sélénium se trouve généralement dans la fraction protéique des aliments, ce sont
ceux qui sont riches en protéines qui auront les teneurs les plus élevées. C’est le cas de la
viande, des poisons et des céréales, par exemple, le thon peut contenir jusqu’a 6,2 mg Se/kg
de matiere séche, le saumon et le hareng possédent jusqu’a une concentration moyenne de 1,9
mg/kg de matiere seche. Les fruits et les Iégumes verts, de méme que le lait et les produits
litieres ne contiennent que des quantités infimes de Se (Pedrero et Madrid, 2009; Rezanka
et Sigler, 2008).

Selon le tableau la dose journaliére de sélénium recommandée a été fixée par le

Nutrition Board américain a 70pg pour I'homme et a 55 pg pour la femme en dehors de la
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grossesse (65 pg) ou de l'allaitement (75 pg) avec un maximum de 500 pg. Le tableau résume

ces données en fonction de I'age et du sexe. (Simonoff et Simonoff, 1991).

Les symptdmes d'intoxication chronique apparaissent entre 2 400 et 3 000 pg, et une
ingestion de 500 a 1 000 pg par jour est sans danger. La dose 1étale pour I'homme est estimée
entre 0,5 et 1 g par jour sous forme de sélénite ou de sélénate de sodium selon les données

obtenues chez I'animal. (Baruthio 1991).

Tableau N°07 : Représente I’apports quotidiens en sélénium recommandés par le Nutrition

Board américain (Therond et al., 1997).

Catégories Ages Apports recommandés
(ng)
Enfant 0 a 6 mois 10
6 moisalan 15
lanaé6ans 20
7 ansa 10 ans 30
11ansal4ans:
Garcons 40
Filles 45
15 ans 50
Homme 16 ans a 18 ans 50
Plus de 19 ans 70
femme 16 ans a 18 ans 50
Plus de 19 ans 55
Enceinte 65
allaitante 75

I11.1.3) Métabolisme du sélénium dans I’organisme :
111.1.3.1) Voies de penetration:

La principale voie de pénétration du sélénium dans 1’organisme et la voie orale. Les

autres voies peuvent étre transcutanées, cutané et pulmonaire.

Les voies transcutanée et cutanée représentent le mode de pénétration du Se sou forme
se sulfure Se qui présent dans certains shampoings antipelliculaires et quiest plus facilement

absorbé par un épithélium enflammé ou endommage.
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Quant a la voie pulmonaire, ce sont le Se ¢élémentaire et le séléniure d’hydrogene
(H2Se) qui se forme par decomposition des séléniures en milieu acide ou aqueux, qui sont
surtout absorbés (Tinggi, 2003; Favier et al., 1984).

111.1.3.2) Absorption:

L’efficacité d’absorption intestinale du sélénium est élevée (50 a 95 %). Elle dépend de
la forme d’apport du sélénium, du statut adéquat ou non en sélénium et de la présence ou non
d’autres aliments. Certaines formes sont préférentiellement incorporés dans les
sélénoprotéines (protéines qui nécessite Se pour l'activité catalytique), d'autres ne sont pas
spécifiqguement incorporé dans les protéines, tandis que d'autres sont excrétés (Navarro-
Alarcon et Cabrera-Vique, 2008 ; Pedrero et Madrid, 2009 ; Zeng et al., 2008).

La sélénométhionine, mieux absorbée que le sélénite, elle est majoritairement absorbée
au niveau du duodénum par un transport actif, alors que le sélénite est absorbé par simple
diffusion. Le sélénate est absorbé par un mécanisme de transport actif. L’ensemble des formes
organiques et inorganiques du sélénium peuvent étre utilisées par 1’organisme mais leur
métabolisme est différent (Figure). (Ducros et Favier, 2004 ; Underwood et Suttle, 2004 ;
Lebreton et al., 1998).

méthionine Se-méthionine

Se-méthionine

Se-cystéine «—»| Protéines a
sélenium non
i specifiques

Se,0,2- ) )} >GS-Se-SG—>SeH,

-

Sélenophosphate |Sélénoprotéines
‘l' vraies

SeCys-ARNt /'

— g

Figure N°16 : Représente le métabolisme cellulaire du sélénium selon Ducros et Favier,
2004.

111.1.3.3) Transport :
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Les formes solubles du sélénium sont redistribuées dans tout 1’organisme a partir du

duodénum (Graham, 1991).

Le sélenium est lié a des protéines plasmatiques identifiées comme étant des protéines
de transport. Actuellement, on distingue trois entités : la glutathion peroxydase qui représente
12 a 15 % du sélénium plasmatique chez ’homme, la sélénoprotéine- P qui en représente plus
de la moitié dont sa concentration varie directement avec la concentration alimentaire en
sélénium lorsque celle-ci est supérieure a 0,1 mg/kg d’aliment (Saito et al., 1999 ;
Underwood et Suttle, 2004) et les sélénoprotéines non spécifiques ou le sélénium est
incorporé de fagon non spécifique qui sont essentiellement assimilées a la sélénoalbumine car

I’albumine est la protéine plasmatique la plus abondante (Behne et Kyriakopoulos, 2001).

Les formes organiques du seléenium traverseraient mieux les membranes érythrocytaires
que les formes ioniques. Le sélénium se lie aux globulines, aloumines et autres protéines non
spécifiques (Lebreton et al., 1998). Le transfert placentaire du sélénium est corrélé
positivement au statut sélénique de la mere. La concentration hépatique est plus élevéee chez le
foetus que chez la mere tout au long de la grossesse. Le sélénium serait alors transféré par

voie transplacentaire, essentiellement en fin de grossesse (Rowntree et al., 2004).

La concentration en sélénium des différents organes est variable. Deux organes sont
riches en sélénium : le foie et le rein. Le rein, principal lieu de synthese de la glutathion
peroxydase plasmatique a la plus haute teneur en sélénium par unité de poids. Le muscle
squelettique semble fonctionner comme un organe de stockage du sélénium, il représente 45
% du selénium corporel total (Avissar et al., 1989; Whitin et al., 2002).

111.1.3.4) Métabolisme du selenium:

On sait que plusieurs especes de Se présents dans les aliments sont généralement bien
absorbés dans l'intestin des étres humains. L'effet physiologique de la consommation du Se
dépend de sa forme chimique. Le métabolisme du sélénium n’est pas totalement élucidé mais
le foie joue un réle central (Navarro-Alarcon et Cabrera-Vique, 2008). En général, le corps
humain métabolise les formes diverses comme sélénite en séléniure d’hydrogene H2Se-. Ce
dernier joue un ro6le central dans le métabolisme du Se, car il est rapidement conjugué au
glutathion sous forme de sélénodiglutathion au niveau de cellulaire (Pedrero et Madrid,
2009).

32



Chapitre 111 Geénéralités sur les minéraux

Entre autre, le Se de SeMet, consommé sous forme de protéines alimentaires et/ou
compléments alimentaires, est ainsi transférée afin de former forme biologique du sélénium
qui est D’acide aminé sélénocystéine (SeCys) qui va étre utilisée pour produire des

sélénoproteines (Zeng et al., 2008 ; Ducros et Favier, 2004).
111.1.3.5) Elimination:

L’excrétion du sélénium absorbé se fait sous forme de dérivés méthylés, mais
I’importance relative des voies d’élimination ou d’excrétion dépend d la nature des

composées séléniés ou ingérés, de la qualité absorbée et de la durée de I’exposition.
v’ Les poumons :

Constituent une voie d’¢élimination mineure sous forme de diméthylséléniure qui

n’intervient qu’en cas de forte absorption.
v’ L’élimination urinaire :

Est la voie d’excrétion majoritaire. D’aprés Lebreton et al., 1998 elle représente 60% de
I’excrétion lors d’apport satisfaisant en sélénium. Le taux d’excrétion urinaire est régulé par
les apports : il y a conservation du sélénium qui sera dirigé vers des organes prioritaires

(cerveau, glandes endocrines...) en cas d’apports faibles (Hatfield et Gladyshev, 2002).

v' L’élimination fécale est :

Causee par les transformations du sélénium sous forme insoluble, tandis que la quantité
de sélénium excrétée est corrélée a la quantité de sélénium ingérée (Underwood et Suttle,
2004).

111.1.4) Usages du selenium :
I11.1.4.1) Utilisation du sélénium dans ’industrie :

Les usages de sélénium et de ses composes peuvent étre divisés en diverses catégories :
applications électriques (25%), fabrication des pigments (10 %), industrie de verre (40%),
métallurgie (10%), applications agricole et biologique (5%), autres usages comme
vulcanisation de caoutchouc ou oxydation de catalyseur (10%) (Simonoff et Simonoff,
1991).

111.1.4.2) Utilisations médicales du sélénium :
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Le Se sous forme de sélénite, séléniate et Se-méthionine est utilisé pour le diagnostic de
certains cancers. Le Se-sélenométhionine est utilisé, pour calculer la demie-vie des plaquettes
et du fibrinogene et le turn-over des protéines. Le sélénoguanine et le sélénoguanosine ont une
activité antitumorale ainsi que leurs dérives méthylés. Le sulfure de sélénium est utilisé dans
le traitement des pellicules, de I'acné, de I'eczéma, de la dermatite séborrhéique et d'autres

maladies de peau (Dubois et Belleville 1988).
I11.1.5) Les fonctions du sélénium dans I’organisme :
111.1.5.1) Le role des formes actives du sélénium :

Le sélénium n’est pas actif en tant qu’élément simple mais au sein du site actif de
certaines enzymes. Il y est toujours incorporé a partir de la sélénocystéine, via un transfert
spécifique d’ARN. L’enzyme la plus connue, est la glutathion peroxydase, découverte en

1957 par Gordon C. Mills. Les autres enzymes sont des sélénoprotéines (Tableau).

Principales
Nomenclature Sélénoprotéine localisations Fonction
GPX1 GSH peroxydase Cytosol, Stockage.
S cytosolique (GPX) érythrocytes antioxydant
— : . Plasma, reins, Antioxydant
GPX2 GPX plasmatique ¥ i y -
poumons extracellulaire
= e Membranes Antioxydant
GPX3 GPX phospholipidique | . ; : S
? PRORDROIRITN mtracellulaires mtracellulaire
> e : : Muqueuses Antioxydant des
GPX4 GPX gastrointestinal A 5
. mntestinal nmuqueuses
Iodothyronine 5'-
D1 ey
deiodinase type I
Iodothyronine 5'- Conversion de T4 en
ID2 T
deiodinase type II T3
Iodothyronine 5'-
ID3 i Placenta
deiodinase type III
TRR Thioredoxine reductase Cytosol Redox/ antioxydant
Transport,
. o : antioxydant.
Sel P Sélénoproteine P Plasma 3 Yo
stockage, détoxifiant
des métaux lourds
Sélénoproteine W Muscle Antioxydant?
Sel W Sélénoprotéine des :
P : Testicules Structural?
testicules

Figure N°17 : Représente un récapitulatif des réles du sélénium (Underwood et Suttle,
2004).

111.1.5.1.1) Glutathion peroxidase :
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Est une sélénoprotéine ubiquitaire ou le selénium est le centre actif de cette protéine
tétramérique. Chaque sous unité posseéde un atome de sélénium sous la forme d’un résidu
sélénocystéine. C’est une enzyme antioxydante, constitue une des principales lignes de
défense contre les agressions produites par les radicaux libres de I’oxygéne (Stoytcheva et
Berry, 2009 ; Valko et al., 2006).

111.1.5.1.2) Sélénoprotéine désiodinase :

La sélénoprotéine désiodinase est une enzyme monomérique qui possede un atome de
sélénium par mole de protéine. Il existe une interrelation tres étroite entre le métabolisme du
sélénium et celui de I’iode. Ce qui permit d’expliquer pourquoi le sélénium est essentiel dans

I’action des hormones thyroidiennes (Arthur et al., 1990 ; Vanderpas et al., 1990).

111.1.5.1.3) Thioredoxine réductase :

Sélénoprotéine dimérique récemment découverte, elle est située dans le cytoplasme des
cellules humaines. Le systéme thiorédoxine est classiquement composé de la thiorédoxine
réductase (TrxR) et de son substrat, la thiorédoxine (Trx) (Gromer et Coll., 2003 ; Gromer
et Coll., 2004).

La réduction de la thiorédoxine par la thiorédoxine réductase serait un mécanisme
important de régulation de la croissance cellulaire normale ou tumorale, mais aussi de la mort
cellulaire programmeée et, par conséquent ferait de la carence en sélénium un facteur de risque

de développement tumoral (Didier et al., 2001).

111.1.5.1.4) Sélénoprotéine P :

La sélénoprotéine P n’est pas seulement la sé¢lénoprotéine la plus abondante dans le
plasma, mais c’est également elle qui constitue plus de 50% des réserves de sélénium
plasmatique. Cette nouvelle molécule contient plus de dix résidus sélénium (Mostert, 2000 ;
Burk et Hill, 2005).

Il a été proposé que sa fonction primaire soit le stockage et le transport de sélénium dans
I’organisme (Saito et Takahashi, 2002). Par ailleurs, Ses propriétés rédox ainsi que la
capacité du sélénium a se lier aux métaux lourds suggérent également un rdle antioxydant

extracellulaire.

La sélénoprotéine-P posséderait également une activité peroxydase spécifique des
phospholipides (Saito et al., 2000 ; Tujebajeva et al., 2000 ; Rayman, 2009).
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111.1.5.1.5) Sélénoprotéine W :

La sélénoprotéine W a d’abord été isolée a partir du coeur et des muscles et contient 1
gramme d’atome de sélénium par mole. Des fonctions antioxydants ont été suggérées pour
cette protéine capable de lier le glutathion (Underwood et Suttle, 2004 ; Ducros et Favier,
2004).

111.1.5.2) Réle immunomodulateur :

Le sélénium présent en quantité importante dans les tissus a vocation immunitaire
comme le foie, la rate, et les ganglions lymphatiques. Son réle de modulateur de la réponse
inflammatoire et immunitaire passe par son action sur la phagocytose aussi bien que par
’activation, la prolifération et la différentiation des lymphocytes controlant ainsi I’expression
des genes lors de la réponse immunitaire. Les sélénoenzymes pourraient prévenir 1’apoptose,
en protégeant les membranes (par les GPx phospholipidiques) et les fragmentations de I’ADN
par les peroxydes cytosoliques (Kayanoki et al., 1996 ; Forceville et Van Antwerpen,
2008).

111.1.5.3) Sélénium et cancer :

Le Se pourrait inhiber la carcinogénése, par augmentation de la réponse immunitaire
primaire, en protégeant les cellules contre les oxydations aberrantes, et en diminuant la
formation de métabolites cancérigenes. Il a un réle comme inhibiteur de la croissance
tumorale et comme toxique spécifique vis-a-vis des cellules tumorales (Simonoff et
Simonoff, 1991).

111.1.5.4) Sélénium et fertilité :

Le sélénium est essentiel pour la fertilité masculine; nécessaire a la biosynthese de la
testostérone et a la spermatogenese et il a été également constaté que des taux plasmatiques de
sélénium particuliérement faibles avaient été observés chez des femmes ayant subi plusieurs
interruptions naturelles de grossesse. Une premiere explication moléculaire a été apportée
concernant les problemes d’infertilit¢é masculine, et correspond au rdle structural que peut
avoir la GPx4 dans la spermatogenése (Behne et Kyriakopoulos, 2001; Oldereid et al.,
1998).

111.1.5.5) Fonctionnement de la thyroide :
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Le sélénium intervient dans la régulation de la fonction thyroidienne, et permette la
maturation et la dégradation des hormones thyroidiennes, car les désiodases essentielles pour

la régulation des taux de T3, sont des sélénoprotéines (Bianco et al., 2002).

En cas de déficit alimentaire en sélénium dans la thyroide, comme dans le cerveau. Une
interaction du sélénium avec 1’iode est également décrite, la carence séléniée aggravant le

déficit iodé et ses conséquences (Kohrle, 2005).
111.1.5.6) Le sélénium dans le cerveau humain :

Le cerveau représente un organe privilégié pour fournir le sélénium. Il contient de
grandes quantités de cet oligo-élément essentiel, qui est conservé de maniere efficace méme
dans des conditions de carence en sélénium. Toutes les parties du cerveau et du systéeme
nerveux contiennent sélénium dépendant de la GSH-Px (Christopher Newland et al., 2006;
Naziroglu, 2009).

111.1.5.7) Détoxification des xénobiotiques et des métaux lourds :

Les roles essentiels précédemment décrits sont complétés par d’autres fonctions
essentielles du sélenium, telles que son rdle de détoxication des métaux lourds (cadmium,
mercure, plomb) ou son effet activateur de la métabolisation des xénobiotiques organiques
(Roussel et Hininger-Favier, 2009).

111.1.5.8) Modulation de inflammation :

D’autres situations de stress oxydant et d’inflammation ont été associées au statut en
sélénium. En plus de ses effets antioxydants. Lors de traumatisme vasculaire ou de stress
oxydatif, ¢’est-a-dire lorsque la quantité d’hydroperoxydes d’acides gras est trop importante,
la cellule s’active par une production accrue de produits proagrégants et pro-inflammatoires.
Entre autre le sélénium exhibe des propriétés anti-inflammatoires par la régulation de la

concentration en peroxydes au site inflammatoire.

Le sélénium intervient dans la synthése de I’hémoglobine par son effet réducteur
puissant sur les enzymes du métabolisme de I’héme oxygénase (Rayman, 2000 ; Vitoux,
1996).

111.1.6) Carence, apport supplémentaire et toxicité :
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Les carences vraies en sélenium se rencontrent lorsque les apports alimentaires
quotidiens sont trés faibles, en particulier pour des raisons géographiques (sols pauvres en
sélénium). Deux maladies ont été associées a une carence endémique sévere en sélénium : la

maladie de Keshan et la maladie de Kaschin-Beck.

Une supplémentation a dose supranutritionnelle est souvent préconisée dans les
stratégies de prévention des pathologies associées aux déficits séléniés, cancers de la prostate
en particulier, mais le risque de toxicité doit eégalement étre évalué pour ces doses élevées
potentiellement pro-oxydantes. Les intoxications chroniques ou aigués par le Se du fait de
I’alimentation sont rares chez I’homme. La dose 1étale (DL50) est fixée chez I'nomme entre
500 mg et 1 g de sélénium sous forme minérale (sélénite ou sélénate de sodium) (Roussel et

Hininger-Favier, 2009).

Des signes évidents de sélénose ont été rapportés par Yang et al., 1983 chez un homme
de 62 ans ayant ingéré quotidiennement 1 mg de sé1énium sous forme de sélénite de sodium
pendant une période de deux ans. Des signes d'intoxication ont été rapportés (perte de
cheveux, des irritations bronchiques et dermiques, et fragilité des ongles...), entrainant la mort

dans certains cas (Combs, 1994; Ducros et Favier, 2004).
111.2) Zinc :

Pendant des nombreuses années, les principales applications de 1’oxyde de zinc (ZnO)
se sont situées dans les domaines de I’industrie chimique et pharmaceutique. Le ZnO présente
un ensemble despropriétés permettant son utilisation dans un certain nombre d'applications
comme, par exemple : Cellules photovoltaiques, capteur piézoélectrique, capteurs de gaz,

domaine pharmaceutique...etc.

A I’état nanométrique(le matériau est compos¢ desquelques centaines d’atomes), ces
propriétés sont beaucoup plus intéressantes que celles du massif. En effet, lorsqu’on
diminuela taille d’un objet pour atteindre une taille nanométrique, les propriétés physiques
deces objets s’en trouvent modifi¢es. La synthése de nano systémes est également un enjeu

majeur au niveau industriel (Ozguir, 2005).
111.2.1) Propriétés de ZnO :

111.2.1.1) Propriétés cristallographiques :
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L'oxyde de zinc peut exister dans la nature sous forme de poudre ou de cristal massif.
Du point de vue cristallographique 1’oxyde de zinc peut cristalliser suivant trois formes selon
les conditions d’¢laboration, la structure Wurtzite hexagonale, la structure zinc blende et la
structure Rock Salt cubique (NaCl) (figure ). La premiére est la structure hexagonale stable
dans les conditions normales, la seconde est la structure cubique, qui est instable et qui
apparait sous des pressions élevées, la troisieme c'est la structure Rock Salt qui apparait sous
des pressions trés élevées c'est pour ces raisons que nous allons nous intéresser aux deux
premiéeres structures seulement, car elles possedent des énergies de formation trés voisines. Le

tableau () illustre la différence entre ces deux structures (Byrappa, 2006).

Rocksalt Zinc blende Wurtzite

(c)
Figure N°18 : Structures cristallines du ZnO : (a) rock Salt cubique, (b) zinc blendg, (c)

hexagonale wiirtzite. Atomes de zinc en gris et oxygene en noir (Byrappa, 2006).

Tableau N°08 : Caractéristiques cristallographiques principales du ZnO (Byrappa, 2006).

Réseau Hexagonale Wirtzite

Paramatres de maille a=3.2499A ¢=5.2060A c/a=1.6019

Distance entre O et Zn*? Suivant 'axe cd=1.96 A

Rayon ionique Pour les autres voisins d=1.98A

Rayon atomique Zn*2=0.60 A 02 =1.38A

111.2.1.2) Propriétés électromécaniques du cristal de ZnO :
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Sous ’effet d’une tension mécanique, le cristal ZnO se polarise (effet direct) et que, a
I’inverse, 1’application d’un champ électrique conduit & une déformation du cristal (effet
inverse). Du fait de 1’anisotropie, ses constantes de piézoélectricité sont différentes selon son
orientation (Taabouche, 2017).

111.2.1.3) Propriétés optiques :

Le ZnO fait partie de la famille des oxydes semi-conducteurs transparents dans le
domaine du visible grice a son énergie de gap, ce qui lui permet d’étre classé parmi les
oxydes transparents conducteurs TCO (transparent conductive oxide) lorsqu’il est dopé. Il
présente une forte absorption et diffusion des rayonnements ultraviolets. L’oxyde de zinc est
un matériau transparent dont I’indice de réfraction est égal a 2. Sous forme de couche mince,
I’indice de réfraction et le coefficient d’absorption varient en fonction des conditions
d’¢laboration. L’indice de réfraction du ZnO en couche mince varie entre 1.90 et 2.20. Sous
l'action d'un faisceau lumineux de haute énergie (E > 3.4 eV) ou d’un bombardement

d'électrons, I'oxyde de zinc émet des photons.

Les propriétés optiques des couches minces de ZnO dépendent fortement de la méthode
d’¢élaboration, la qualité des couches, le traitement thermique appliqué, le type et la

concentration du dopant (Ghomri, 2017).
111.2.1.4) Propriétés électriques :

Les propriétés électriques de ZnO peuvent étre largement modifiées par traitement
thermique sous hydrogéne, ou par dopage approprié, en particulier par substitution cationique.
Dans ce dernier cas, des atomes de zinc sont substitués par des atomes trivalents si I'on veut
augmenter la conductivité, ou par des atomes monovalents si I'on veut la réduire. Ceci modifie
également les propriétés optiques du matériau. Le principal parameétre qui fait I’objet de
I’étude des propriétés électriques des couches minces de ZnO est la résistivité qui peut étre
contrblée sur une large gamme allant de 10. 12 a. 10. -4 Q.cm par effet de la steechiométrie et
du dopage (Benelmadjat, 2017).

111.2.1.5) Propriétés chimiques et catalytiques :
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La capacité d'une substance d'étre un catalyseur dans un systeme spécifique dépend de
sa nature chimique et de ses propriétés de surface. L'efficacité de I'oxyde de zinc dépend de
son mode de préparation. Elle est essentiellement due au degré de perfection du réseau

cristallin, et aux propriétés semi-conductrices.

L'oxyde de zinc est utilisé en tant que piége et capteur chimique de gaz (H2S, CO2, H2,
CH4). En suspension dans l'eau, il peut jouer le role de catalyseur photochimique pour un
certain nombre de réactions comme l'oxydation de I'oxygéne en ozone, l'oxydation de
I'ammoniaque en nitrate, la réduction du bleu de méthylene, la synthese du peroxyde
d’hydrogene, ou encore l'oxydation des phénols. Les couches minces de ZnO ont été aussi

utilisées pour catalyser la réaction de dép6t de cuivre (Benramache, 2017).
111.2.2) Méthodes de synthese de ZnO :
111.2.2.1) Méthodes physiques :

Beaucoup de travaux sur la synthése de 1’oxyde de zinc par voie physique ont ¢été
publiés. Ces méthodes nécessitent 1’emploi de haute température et la mise en ceuvre de
lourdes infrastructures. Parmi ces méthodes on cite :La condensation de vapeur, les méthodes

laser et la méthode de pyrolyse par jet (Sun, 2004).
La condensation de vapeur

Dans un premier temps, une poudre métallique est condensée sous gaz inerte apres
qu’une sursaturation d’une vapeur en métal concerné soit obtenue au sein de la chambre de
préparation. Ensuite, dans un second temps, la poudre est oxydée en introduisant de I’oxygéne
a I’intérieur de la chambre réactionnelle. 1l s’agit d’une réaction fortement exothermique qui
peut atteindre environ 1000°C. Une étape conséquente de recuit a plus haute température est
souvent nécessaire pour achever ’oxydation. Aprés refroidissement, les nanostructures se

sont formées sur la paroi du four (Hu, 2002).

v" Les méthodes laser:

L’évaporation par laser est obtenue par la mise au point d’un laser pulsé & haute énergie
sur un barreau du métal souhaité. La température au point de focus peut excéder 10000K et
peut vaporiser toute substance. Des atomes métalliques chauds sont alors obtenus et peuvent

réagir avec 1’oxygene pour former une phase vapeur d’oxyde métallique (Zhao, 1994).

v La méthode de pyrolyse par jet:
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Le dép6t par pyrolyse d'aérosol, encore appelé « spray pyrolysis », part de solutions
aqueuses ou alcooliques d’un sel de zinc et les vaporisent sous pression atmosphérique pour
déposer des couches de ZnO. Les matériaux de départ sont des précurseurs chimiques,
généralement des sels, en solution. Le procédé nécessite de générer un aérosol constitué de
gouttes par « atomisation » de la solution de départ. Les gouttes subissent une eévaporation
suivie d’une condensation, d’un séchage, d’une thermolyse des particules précipitées a haute
température pour former des particules microporeuses, et finalement, une étape de recuit est

nécessaire pour obtenir les particules denses (Huang, 2001).

111.2.2.2) Méthodes Chimiques :

Les méthodes chimiques ont 1’avantage d’étre plus simple a mettre en ceuvre, moins
couteuses et elles permettent généralement un bon contrdle de la morphologie. Les méthodes
les plus pertinentes et les plus rencontrées dans la littérature sont :La méthode sol-gel, la
méthode Solvothermale /hydrothermale, électrodéposition et la méthode de précipitation
(Pillai, 2003).

v' La méthode sol-gel :

La méthode sol-gel est la méthode la plus utilisée pour obtenir des oxydes métalliques
nanostructurés. Le terme sol-gel signifié « solution gélification », La littérature fournit un
grand nombre de publications mettant en jeu cette méthode de synthese. La synthése des
nanoparticules d’oxyde par sol-gel consiste a préparer une solution homogéne de précurseurs
métalliques puis un traitement thermique de ce dernier pour obtenir 1’oxyde et la formation du
cristal. Les nanoparticules de ZnO synthétisé par le mélange de I’acétate de zinc et 1’acide
oxalique dans 1’éthanol. Le principe de cette réaction est basé sur la substitution des ions
acetates par les ions oxalate afin d’obtenir un gel. Ce gel est ensuite séché a une température

de 500°C pour obtenir des poudres nanostructurées (Rodriguez-Moreno , 2013).

v La méthode Solvothermale /hydrothermale :

La synthése de nanoparticules par voie solvothermale se déroule en présence de solvants
aqueux tels que la triméthylamine ou le dyméthylform amide a une température supérieure a
leur température d’ébullition. Les nanoparticules obtenues par cette méthode sont séparées du
solvant par décantation (Marai, 2015 et Ungula, 2016). Les syntheses réalisées par voie
solvothermale assurent un meilleur contréle de la morphologie, de la cristallinité et de la

mono dispersité des nanoparticules que par la voie hydrothermale (Vauriot, 2012).
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La méthode hydrothermale est une technique simple qui n’implique aucun traitement
supplémentaire ni utilisation de solvants organiques. La synthése a lieu dans un autoclave ou
le mélange de réactifs est chauffé progressivement a une température comprise entre 100 et
300 ° C et laissé pendant plusieurs jours. Les graines cristallines sont faconnées puis se
croissent a la suite du refroidissement. Cette méthode de synthése basée sur I’utilisation de
solutions aqueuses pour dissoudre, a haute température et a haute pression, des substances
(sulfures ou oxydes) pratiqguement insolubles dans des conditions normales. Le produit
synthétisé posséde un haut degré de cristallinité et le produit obtenue est pure (Djurisic, 2012
et Tsuzuki, 2012).

v La méthode de precipitation :

Ce procédé est parmi les méthodes les plus conventionnelles pour la préparation de
nanoparticules d’oxydes métalliques. Celle-ci met en jeu d’une réaction de précipitation par
ajout d’une base a une solution d’un sel de zinc. Les oxydes métalliques se forment et
précipitent généralement dans I'eau en ajoutant une solution basique telle qu'une solution
d'hydroxyde d'ammonium ou d'hydroxyde de sodium. Aprés un lavage et une filtration, les
sels chlorés résiduels (NaCl ou NH4CI) sont nettoyés et séparés et I'nydroxyde de métal est
calciné pour obtenir la poudre finale (Guo, 2002). L'acétate de zinc a pu ainsi étre préparé par

ajout de KOH a une solution aqueuse d’acétate de zinc (Kolodziejczak-Radzimska, 2010).

L'un des moyens utilisés pour empécher la croissance de cristallites est l'utilisation
d’agents tensioactifs dans les procédés de synthése de nanoparticules par précipitation. La
présence de ces composés affecte non seulement la nucléation et la croissance des particules,

mais également leur coagulation et leur floculation (Wang, 2007).
111.2.2.3) Synthese verte :

La synthese des nanoparticules de ZnO est dominée par diverses méthodes physiques et
chimiques qui nécessitent de haute pression et température, En général, les méthodes
physiques consomment de I'énergie supplémentaire et le vide poussé obligatoire (Chen, 2016
et Ameen, 2015). Alors que les méthodes chimiques sont des méthodes de production de
masse codteuses et nuisibles (Fan, 2015 et Parashar, 2009). Ainsi, Les méthodes de syntheése
chimique conduisent souvent a la présence de certaines espéces chimiques toxiques adsorbées
sur la surface qui peuvent avoir des effets indésirables dans les applications médicales
(Mohanpuria, 2008).
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Le besoin de biosynthese de nanoparticules a augmenté étant donné que les processus
physiques et chimiques étaient colteux. Pour réduire les codts, les chercheures ont utilisé des

extraits de plantes et des microorganismes pour la synthése de nanoparticules. Les méthodes

Vertes encouragent les scientifiques a minimiser l'utilisation de produits chimiques
toxiques et a réduire la production de déchets en effectuant des opérations en milieu aqueux.
La synthése verte est une nouvelle approche pour lutter contre la pollution en prévenant les

problémes environnementaux.

La synthese verte des nanoparticules devance les autres méthodes car elle est simple,
rentable et relativement reproductible et se traduit souvent par des matériaux plus stables. Les
matériaux a base de plantes semblent étre les meilleurs candidats. Ce sont des nanoparticules
de production a grande échelle et des alternatives respectueuses de l'environnement aux

méthodes physiques et chimiques.

Des techniques pourraient étre envisagées pour la synthése de nanoparticules de métal
d'origine naturelle a l'aide de réactifs tels que des plantes (feuilles, racines, latex, graines et
tiges) et des microorganismes.

La synthése verte de nanoparticules est un type d’approche ascendante dans laquelle la
réaction principale est la réduction / oxydation. Les phytochimiques végétaux antioxydants ou
les enzymes microbiennes sont généralement responsables de la réduction des composés
métalliques dans leurs propres nanoparticules. L'agent actif primordial dans certaines de ces

syntheses est les composés phénoliques.

De nos jours, on s'intéresse de plus en plus a l'utilisation de précurseurs non toxiques et
respectueux de l'environnement, I'abaissement de la température de réaction, l'absence de
rejets de sous-produits non désirés et la pollution sont les principaux problemes qui méritent

une attention particuliére dans une stratégie de synthése verte (Mohanpuria, 2008).
111.2.3) Applications de ZnO :
111.2.3.1) Cellules photovoltaiques :

Par définition, I’effet photovoltaique est la transformation directe d’une énergie
¢lectromagnétique en énergie ¢€lectrique. La conversion photovoltaique nécessite 1'utilisation
d’une couche photoconductrice, dite couche absorbante, qui transforme le rayonnement

lumineux en paires électrons/trous. Par la suite, ces porteurs créés sont collectés en réalisons
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une jonction a la surface de cette couche absorbante. Cette jonction peut étre soit une
homojonction, soit une hétérojonction. L’oxyde de zinc est envisagé comme matériau support
dans les cellules solaires. Une des solutions pour augmenter le rendement des cellules
photovoltaiques est I’intégration des nano fils de ZnO comme semi-conducteur de type n dans
celles-ci, afin d’agrandir la surface effective de I’interaction avec la lumiére. Par ailleurs,
I’hybridation de ces nano fils avec des colorants, pourrait ¢largir leurs spectres d’absorption,

ce qui augmenterait aussi le rendement de ces cellules (Bozetine, 2017).

111.2.3.2) Vitrages intelligents et couches de revétements anti UV :

Le ZnO posséde la particularité d’absorber le rayonnement ultraviolet tout en étant
transparent a la lumiére visible, d’ou son application comme couche de protection anti UV.
De plus, il a été montré que les couches minces de ZnO présentent des propriétés électro
chromes : elles ont la faculté de changer de couleur de maniére réversible sous 1’application
d’une tension électrique; ce changement de couleur a pour effet de modifier les propriétés de
transmission de la lumiere du ZnO. Ceci permet d’envisager son utilisation dans 1’élaboration
de vitrages intelligents qui moduleraient la lumiere transmise en fonction de son intensite.
Ainsi on pourrait contrdler 1’éclairement a 1’intérieur d’une piéce équipée avec ce type de

fenétres (Bozetine, 2017).
111.2.3.3) Capteur piézoélectrique :

En raison de leurs propriétés piézo-électriques, les couches minces de ZnO sont utilisées
comme détecteur de pression. La piézoélectricité est un processus physique réversible et on
distingue : L’effet piézoélectrique direct ou, sous 1’action d’une déformation mécanique le
matériau voit sa polarisation électrique variée. Ceci, permet de mesurer des grandeurs
physiques telles que : I’accélération, la pression...etc. On a alors un capteur piézoélectrique.
L’effet piézoélectrique inverse est obtenu lorsqu’on applique un champ électrique sur le
solide celui-ci se déforme (BOUCHIKHI, 2019).

111.2.3.4) Protection UV :

L’absorption de la lumi¢re UV fait de I’oxyde de zinc un candidat de choix pour les

créemes solaires, beaucoup de matériaux de type oxyde métalliqgue sont employés dans la
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formulation de produits a usage cosmétique (créme, fond de teint, vernis a ongle...), curatif
(produits hygiéne et soin) ou préventif (créme solaire). Le ZnO agit comme un obstacle
invisible qui dissipe le rayonnement ultraviolet de la peau plutdt que de permettre a son
énergie destructive d'étre absorbée (BARANI, 2020).

111.2.3.5) Capteurs de gaz :

Les oxydes métalliques et le ZnO sont des semi-conducteurs a grand gap, dont la
conductivité dépend fortement de la nature du gaz environnant. Ainsi la présence d’un gaz
réducteur (CO, hydrocarbures, H2...) va entrainer une augmentation de la conductivité de
I’oxyde métallique, alors que la présence d’un gaz oxydant se traduira par un comportement
inverse. Le seuil de détection, la reproductibilité, la stabilité dans le temps sont étroitement
liés aux matériaux employés, qu’il s’agisse de leur composition, de leur morphologie ou de

leur état de surface (Amara, 2018).

Tableau N°09: Apercu des autres minéraux

les minéraux Définition Structure chimique Sources
W TN L'argent est un
¢\ e élément assez

rare a la surface
de la Terre. Son
clarke esta 0,1
g par tonne. Il
est présent a
I'état naturel

L’argent est un métal
précieux naturel,
principalement comme
minerai en association
avec d’autres ¢léments

(More et al ., 2018). dans les sols
L C’§§t un élémg:nt de _ de_s pays

transition métallique qui suivants:

a un aspect brillant et .Pérou

blanc (Martins et al., .Mexique

2018). 1l est présent .Saxe
dans différentes formes .Norvege
dans I'environnement en On le trouve

particulier dans les sous la forme

organismes vivants de fils, parfois
(Ranganayaki et al., en veines dans
2017). d'autres
matériaux mais
aussi quelques
fois sous la
forme de

(Ranganayakiet al., 2017)
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cristaux ou
pépites, isolés
ou non
(SUPERPROF.
FR., 2023)

Cuivre

Le cuivre est un oligo-
élément, présent dans
I’organisme a faible
concentration (1.5a 3
mg/kg/jour apport
quotidien) et il est
nécessaire au bon
fonctionnement de
certains enzymes ainsi
que la stimulation du
systéeme immunitaire
contre les infections et
un élément essentiel
pour maintenir
I’homéostasie.
Cependant, Il joue un
role bénéfique pour les
organismes supeérieurs
(animaux) et non pour
les organismes
inférieurs (virus et
bactéries). Donc sa
présence a I’intérieur de
la cellule bactérienne est
considérée comme
étrangere donc il est
connu toxique envers
les microorganismes
(Ruparelia, Jayesh P., et
al., 2008)

Le cuivre est
présent
naturellement
dans la cro(te
terrestre et dans
les océans, les
lacs, les rivieres
sous différentes
formes et
concentrations.
C’est un des

O~ . O/CU\O - .0 métaux existant
s N~ a 1’état natif,
" " cependant il est
@) @) majoritairement
présent sous la
forme de
minerais. La
teneur moyenne
el SR en C}lere de
T SARAS /) I’écorce
‘\?(‘}'A}%‘\‘\" terrestre est de
Co —.é 55 ppm18. La
ISPl concentration
;‘ ] moyenne en
cuivre varie

(Trinité, Virginie. 2006).

entre 13 et 24
mg/kg dans les
sols.

Les principales
sources de
cuivre dans
I’alimentation
sont les fruits
de mer, les
abats
(notamment
foie), les
céréales a
grains entiers,
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les noix, le
raisin, les
légumes et le
chocolat
(Centre
d’Information
du Cuivre,
2010). Les eaux
minérales
peuvent
également étre
une bonne
source de
cuivre
(INERIS.,
2015).

Le cuivre est
raffiné a partir
de minerais
présents en de
nombreux
endroits de la
surface du
globe. Les cing
plus grands
pays
extracteurs sont
le Chili, les
Etats-Unis, le
Pérou,

I’ Australie et la
Russie (Centre
d’Information
du Cuivre, 20

Nickel

Le mot nickel vient de
I’allemand, il se
décompose en fait en
deux termes :

- Nickel qui se rapporte
directement au métal et
kuffer dont la traduction
littérale est petitemain
de légende. Le nickel a
recu cette dénomination
des mineurs saxons qui
le découvrirent.
- Il fut qualifié de cuivre
du diable car ces
mineurs ne parvinrent

pas a le traiter. Le

@)

I”“”'C%

Le nickel est
largement
distribué dans
la nature,
formant
environ 0,008%
de la cro(te
terrestre. Le
noyau de la
terre contient
8,5 % de

nickel, les
nodules
profonds 1,5 %;
les météorites

contiennent de
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confondant avec

I’oxyde de cuivre qui lui

ressemble

beaucoup.(HAMID,

2010).

Jimmy Wales et Larry
Sanger le(15 janvier 2001).

5a50 %.
Nickel (5). Les
concentrations
naturelles de
nickel dans
I’eau sont
relativement
faibles, soit
0,228-. 0,693
ug/litre, dans
les réseaux
d’eau douce en
général moins
de 2. Les sols
agricoles
contiennent du
nickel a des
concentrations
de 3a1000
mg/kg; dans 78
échantillons de
sols forestiers
du nord-est.
Aux Etats-
Unis, des
concentrations
de 8,5a 15
mg/kg ont été
signalées (6).
La teneur en
nickel est
enrichie en
charbon et en
pétrole brut. Le
nickel dans les
charbons varie
jusqu’a 300
mg/kg; la
plupart des
échantillons
contiennent
moins de 100
mg/kg, mais il
y a une grande
variation par
région
(SWAINE et
al., 1980). La
teneur en
nickel. de
pétrole brut se

49




Chapitre 111 Geénéralités sur les minéraux

situe entre 1 et
80. (HAMID,
2010)
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IV.1) Activité antioxydante :

De nombreux modeles in vitro différents ont été introduits pour évaluer les activités
antioxydantes afin d'évaluer un antioxydant qui serait utile pour le systéeme alimentaire et
biologique (Sanchez., 2002). Généralement, les méthodes de détermination des activites
antioxydantes peuvent étre classées en deux groupes principaux : les méthodes basées sur le
transfert d'atomes d'hydrogéne (HAT) et les méthodes basées sur le transfert d'électrons
uniques (SET) en fonction de leurs mécanismes de réaction (Tan., 2015).

Les méthodes basées sur HAT mesurent généralement la capacité d'extinction des
radicaux libres par le don d'hydrogene, c'est-a-dire la capacité d'absorption des radicaux
oxygéne (ORAC), le paramétre antioxydant total de piégeage des radicaux (TRAP),
I'inhibition de I'oxydation induite des lipoprotéines de basse densité (LDL), le total essai de
capacité de piégeage des oxyradicaux, et ainsi de suite. D'autre part, les méthodes basées sur
SET détectent la capacité de transférer un électron pour réduire n'importe quel compose, y
compris les métaux, les carbonyles et les radicaux, et entrainent un changement de couleur
lorsque ce compose est réduit, comme la capacité antioxydante d'équivalence Trolox (TEAC)
dosage du pouvoir antioxydant réducteur d'ions ferriques (FRAP) et piégeage du radical 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH). D'autres dosages, par exemple, le piégeage des radicaux
superoxydes, le piégeage du peroxyde d'hydrogeéne et la trempe a I'oxygéne singulet, évaluent
la capacité de piégeage des oxydants. Récemment, les matériaux naturels se sont révélés étre
une source trés prometteuse d'antioxydants, car un large éventail de constituants bioactifs qui
en sont dérives, tels que les flavonoides, les polyphénols, les stérols, les peptides(Sun., 2004).

IV.2) Activité anti-inflammatoire :

L'inflammation est une réaction de défense de I'organisme a diverses agressions qui
peuvent étre d'origine physique, chimique, biologique (réponse immunitaire) ou infectieuse.
Le traitement actuel de l'inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens comme l'aspirine. Ces molécules bien qu'étant efficaces
présentent le plus souvent des effets indésirables qui peuvent géner leur utilisation au long
cours (Ndiaye et al., 2006).

1V.3) Activité antibactérienne :

Le terme "agent antimicrobien” désigne toute substance utilisée pour détruire les
microorganismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens. Les agents

antimicrobiens sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies transmissibles et
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prévenir les infections (CCE., 2001). Le mode d’action de ces agents sur les bactéries,
peuvent étre : Bactériostatique, lorsque la substance inhibe la multiplication des bactéries ou
bactéricides : lorsque la substance détruit totalement les bactéries. En général, bactérie
GRAM - sont plus résistantes que les GRAM + grace a la structure de leur membrane interne
(QUIS., 2015).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié 1’activité antimicrobienne des extraits
deplantes médicinales, ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les
bactéries (JURGEN et al., 2009).

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié
les métabolites responsables de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant 1’industries pharmaceutique, la
médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang Et al., 2008).

IV.4) Activité anti hémolytique :

Les érythrocytes sont les cellules les plus abondantes dans le corps humain, possédent
des caractéristiques physiologiques et morphologiques souhaitables. Les dommages oxydatifs
de la membrane érythrocytaire (lipides/protéines) peuvent étre impliqués dans I’hémolyse
(Jams Et Al., 2014).

La consommation d’extrait d’ail vieilli améliore significativement la déformabilité des
érythrocytes chez le rat dans des conditions osmotiques élevées. Ce résultat suggere que cet
extrait protége et augmente la stabilisation des membranes érythrocytaires, donc préserve la
structure et la fonction des érythrocytes et améliore la microcirculation et les propriétés
rhéologiques du sang. L’extrait d’ail vieilli peut étre utile pour prévenir plusieurs maladies
vasculaires périphériques telles que la drépanocytose, 1’artériosclérose et 1’hyperlipidémie
(Moriguchi et al.,, 2001). De plus I’extrait d’ail fourni la plus haute protection contre

I’hémolyse due a la lyse des globules rouges induite par les radicaux (Azantsa et al., 2019).
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Ce chapitre est consacreé a la description des différents materiaux et produits chimiques

expérimentales utilisés, détaillent les méthodes et techniques expérimentales employés tout au

long de ce travail.

1.1.0bjectif :

Lobjectif de cette étude biosynthése des nouvelles nanoparticules a base des extraits des

Matériels et méthodes

feuilles du Nerium Oleander et la caractérisation de leurs activités biologiques.

I.1. Matériel d’étude

Le matériel d’étude est composé de matériel non biologique et de matériel biologique.

1.1.1. Matériel non biologique

Le matériel utilisé en laboratoire est composé des appareilles, des produits chimiques, et

des matériels.

1.1.1.1. Les Appareilles et les produites :

Tableau N°10 : matériels des laboratoires utilisés.

Acide trichloroacitique

Les Produits Les appareille Les moyens
Chimiques
Ethanol Bain marie Becher
Meéthanol Centrifugeuse Erlenmeyer
Dpph Spectrophotometre Entonnoir
Chlorure de fer L'étuve Eprouvette graduée
Ferricyanure de Plaque-chauffant Burette
potassium
Acide Ascorbique Agitature manétique Cristallissoir
Glucose Blgnce de précision Tubes a essais
Chloroforme Bain a ultrasons Barreau magnétique
Phosphate Four d’incinération Papie filter
un broyeur électrique Thermometeter

phosphate solution
saline (PBS, pH 6,4)

un diffractometre de type
(PROTO)

Mortier et pilon

Acide linoléique

spatule

Aqgca

pissette

Nacl

pipette

PBS iso-saline
(pH=7.4)

H202
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1.1.2. Matériel biologique

1.1.2.1. Matériel végétal :

Le matériel végeétal utilisé est constitué des feuilles de Nerium Oleander de la région
d'Oued Souf (Le jardin botanique d"Al-Shatt).

Le présent travail consiste a étudier 1’activité biologique des nanoparticules préparées a

base d’extrait de Nerium Oleander

Figure :Les feuilles et poudre de Nerium Oleander (laurier-rose)

1.1.2.2. Les souches bactériennes :

Nous avons utilisé une souche de référence de levure Candida albicans ATCC 14053 et
quatre souches des bactéries dont trois a Gram négatif a savoir Klebsiella pneumonia ATCC
13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, et Escherichia coli ATCC 25922, et une

souchs a Gram positif a savoir Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Tableau N°11 : liste des souches testées

Souche Gram
Klebsiella pneumonia Négatif
Pseudomonas aeruginosa Négatif
Escherichia coli Négatif
Staphylococcus aureus Positif
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1.L1.2.3. Lesang :

Le sang est prélevé a partir des volontaires sains, le jour méme de son utilisation au
niveau du laboratoire EHS EI-Oued. L’absence d’antigéne HBs, d’anticorps anti-VIH et
d’anticorps anti-VHC est vérifiée.

I. Méthodes :

I.1. Préparation de la plante :
I.1.1. Séchage et broyage :

Nous avons utilisé la partie aérienne de la plante fraichement récoltée, puis les feuilles
ont été lavées et séchées au 1’étuv a une température de 60C° pendant 3 jours (la préparation
se faisait en hiver, alors qu'en le reste des saisons on peut le laisser sécher a I'ombre et a

température ambiante pendant une durée de 4 jours a une semaine)

Apres le séchage, le matériel végétal a été broyé, a I’aide d’un broyeur électrique, en
une poudre fine pour permettre une meilleure extraction, cette derniere a été ensuite conserve

dans des bocaux en verre fermés et stockés a I’abri de 1a lumiére.
1.1.2 Macération :

Nous mettons dans un bécher 15 g de poudre des feuilles avec 500 ml d'eau distillée et
chauffer le mélange a 80°C en agitant pendant 45 minutes de le retourner sur plaque-
chauffant, Ensuite, le mélange a été filtré a I'aide de papier filtre pendant 24h a I'abri de la

lumiére pour obtenir des solutions transparentes.
1.2. Détermination des rendements d’extraction

Le rendement d’extraction dépend du solvant et de la méthode d’extraction, du temps

de macération et du volume du solvant (Eloff, 1998 ; Hayouni and others., 2007).Le
rendement est le rapport de la quantité de composés phénoliques recueillie apres extraction
par les solvants sur la quantité de la biomasse. Il est déterminé selon (Owen et Johns.1999)

par la formule suivante :

[ Rd (%)= [P1/P2]x100 ]

Rd : Rendement.
P1: Poids d’Zn SeNPs (g).
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P2 : Poids totale de la matiere végétale (g).

I.3. Biosynthése vert du d’Zn_SeNPs :

Nous avons opté pour la synthese des nanoparticules ont utilisent une méthode
biologique en suivant le protocole de (Majhenic L., Kerget M.S., Et Knez Z.2007)

Nous pesons trois quantités différentes d’oxyde sélénium (14,8 7,4 3,7) mg avec 100
ml d'eau distillée, puis nous pesons 2g d'acétate de zinc avec 100ml d'eau distillée, mélangez-
les ensemble pour obtenir solution aqueuse contenant deux minéraux (oxyde sélénium et
acétate de zinc) nous l'ajoutons a I'extrait aqueuse des feuilles goutte a goutte par une burette
a une température de 60°C , la couleur de la solution est changée du vert clair au vert foncé
indiquant la formation d'Zn-SeNPs , sous agitation continue pendant une heure sur une plaque
chaffant , apres la synthese des Zn-SeNPs nous mettons au ’etuv a une température de 80°C
pendant 4 jours pour obtenir un extrait sec contenant des nanoparticules a eté centrifugée a
(3900 xg ,20 min) dans une centrifugeuse nous répétons le processus 3 fois pour laver et
éliminer les matiéres organiques,et nous le mettons au I’etuve a 80 °C.

Apres obtention de I'extrait sec, nous le briilons au four d’incinération a 550°C pendant
4h, apres la combustion, nous broyons bien la poudre avec mortier et pilon pour obtenir une

poudre fine.
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Préparation du plante (Les feuilles de Nerium Oleander)

2. Broyage a I’aide du moulin ‘
¢lectronique

4. Nous pesons 15 grammes de
poudre de feuilles

5. Macération : 15 g de poudre de 6. Mélanéer §ous agitation

feuilles + 500 ml d’eau distillée magnétique pendant 45 min a une
température 80°C

7.Filtration pendant 24 h
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Biosvnthése vert du d’Zn-SeNPs

2. Nous peson 2g d’Acétate de Zinc

1. Nous pesons (14.8 -7.4- 3.7) mg avec 100 ml d’eau distillée

d’Oxyde Sélénium avec 100 ml d’eau
distillée

3.Mélanger Solution aqueuse d’Zn_Se et extrait |
aqueuse de feuille sous agitation magnétique
pendant 1h a une température de 60°C la

couleur de la solution est changée du vert clair

4.Apres séchage a ’etuv a une température de
80° pendant 4 jours

6. Centrifugation

5.Extrait sec
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7.Avant le lavage 8.Aprés le lavage

9.Broyage fin aprés la combustion au
four d’incinération a 550°C 10.Zn_SeNPs
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1.4) Techniques de caractérisation de nanopoudres de Zn-Se :
1.4.1) Caractérisation des propriétés structurales diffraction des rayons X :

La diffraction des rayons X est une méthode tres utilisée pour caractériser la structure,
la taille et la forme d’une NP. Elle s’applique & des milieux cristallins possédant un
arrangement périodique ordonné. Elle permet d'identifier facilement les phases cristallisées.
Aussi elle permet de déterminer plusieurs parameétres structuraux tels que les parameétres de
maille, les positions cristallographiques des atomes, la taille et I’orientation des cristallites

constituant le matériau (Benyahia,2012).

1.4.1.1) Principe de la diffraction des rayons X :

Les rayons X sont des rayonnements ¢lectromagnétiques de longueur d’onde comprise
entre 0.01 et 10 A. Mais le domaine utilisé pour la caractérisation des matériaux est 0.1-10A.
La diffraction des rayons X est un phénomeéne de diffusion cohérente qui se produit lorsqu’ils
interagissent avec la matiére organisée. L'onde diffractée résulte de l'interférence des ondes
diffusées par chaque atome. Elle dépend donc de la structure cristallographique. Lorsqu’un
faisceau incident de rayons X monochromatiques est focalisé sur 1’échantillon a caractériser,
il interagi avec le nuage électronique des atomes. Si 1’échantillon présente une structure

cristalline, il peut y avoir un phénomene de diffraction selon la condition de Bragg :

[ 2 dhKl sin@ = ni (1) ]

Ou dhKl représente la distance inter-réticulaire du réseau cristallin.

A: est la longueur d’onde du faisceau incident.

N: est un entier qui représente 1’ordre de la diffraction.

0: représente I’angle d’incidence des RX par rapport a la surface de 1’échantillon.

Cette condition dépend de la distance entre les plans réticulaires du réseau cristallin,
ainsi chaque famille de plans de distance inter-réticulaire, dhkl est a 1’origine d’un faisceau

diffracte sous un angle d’incidence 6 (Benyahia,2012).
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Rayons X
Rayons X

Figure N°19 : Schéma représentant le principe de la diffraction des rayons X par les plans
réticulaires d’indices h, k et 1 (A et R.d.E,2010).

1.4.1.2) Détermination des distances inter-réticulaires et des paramétres de maille :

Les distances inter-réticulaires des différentes familles de plans dhkl sont calculées au
moyen de la loi de Bragg (équation 1). La relation reliant les distances inter-réticulaires des

plans (hkl) aux parametres cristallographiques est la suivante :

a
dy= = (1)

: Wk’ ehk e 1 ":_

\ (

Cette équation nous permet de calculer les parameétres de maille a, b et ¢ expérimentales
et de faire une comparaison avec les valeurs théoriques répertoriées dans la base de données
ASTM (A & R.d.E,2010).

1.4.1.3) Détermination de la taille des grains :

La largeur a mi-hauteur des pics dans un spectre permet de calculer la taille des grains

® en utilisant la formule de Scherrer :
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_ kAlnm) .
d)'nml_é(rdhcosﬂ 2

¢ : lataille des grains. (nm)

A: la longueur d’onde des rayons X utilisés. (A=0.154178 nm)

K : constante sans dimension, voisine de 1’unité, qui dépend de la forme des cristallites
et porte le nom de constante Scherrer.

6: la largeur a mi-hauteur mesurée pour chaque pic de diffraction. (rad)

0: ’angle de diffraction de bragg de chaque pic de diffraction. (rad) (A et R.d.E,2010).

Dans ce travail, nous n’avons pas pris en compte, la correction due a 1’¢élargissement
instrumental car elle est difficile a obtenir. Seule ’évolutio qualitative de la taille des
domaines cohérents a été examinée en fonction des conditions d’élaboration.

1.4.1.3) Principe de fonctionnement du diffractomeétre :

Comme tous les appareils utilisant les rayonnements corpusculaires ou photoniques le
diffractométre est constitué de trois éléments fondamentaux : La source du rayonnement (tube
a rayons X), le porte échantillon (goniometre) et le systeme de détection. La Figure 11.5
représente un diffractometre PROTO.

Dans ce type de diffractometre, la source des rayons X est fixée alors que le détecteur
est déplacé d’un mouvement de rotation de vitesse :

2m=2d0/dt......... 3

Le détecteur donc tourne d’un angle 26 tandis que le goniométre qui porte I’échantillon
tourne d’un angle 0. Un balayage des angles est alors effectué. Lorsqu’un angle 0
correspondant a une famille de plans (hkl) ou la relation de Bragg est satisfaite, le détecteur
enregistre une augmentation de I’intensité diffractée. Aprés la détection des photons, le
compteur les transforme en charge électrique, ensuite ils sont amplifiés par un systeme
électronique. Le signal électrique est envoyé vers un ordinateur qui donne 1’allure du spectre
avec les différents piques de diffraction.

La procédure d’identification du réseau cristallin est basée sur la méthode des poudres
dans laquelle on suppose que la probabilité de trouver une famille de plans (hkl) en position
de Bragg est identique a toute autre famille (hkl) ce qui est le cas dans un assemblage de

cristaux fins ou dans un échantillon poly-cristallin (Barrett et Massalski,1980).
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Figure N°20 : Schéma de principe du montage d'un diffractométre RX

(http://apelh.free.fr/Cristaux/diffractionpoudre_fichiers/image001.qif )

I.5. Les activiés biologiques :

1.5.1. Activite antioxydant :

1.5.1.1 Evaluation de pouvoir antioxydant :

De nombreuses méthodes sont utilisées pour I’évaluation de 1’activité antioxydant des
extrais des plantes. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration
d’un réactif dans le milieu réactionnel Dans notre étude, nous avons utilisés différents tests
chimiques a savoir ,le test Ferric Reducing /Antioxydant Power assay (FRAP) qui permet de
mesurer le pouvoir de la réduction des ions de fer, et I’effet scavenger sur le radical

2,2diphényl1-1-picrylhydrazyl (DPPH).
1.5.1.1.1. Effet scavenger du radical DPPH :

Parmi les tests qui mesurent la capacité de balayage radicalaire, le test (2,2diphényl-1-
picrylhydrazyle) le DPPH (Brand-Williams et al., 1995). Est I'un des plus anciens et le plus
utilisés. Il est rapide, sensible et économique (Musa et al., 2016). Le test DPPH est utilisées
pour la détermination de l'activité antioxydant de extraits alimentaires et composés simples
(Fadda et al., 2014).

v" Principe :

La méthode de piegeage du radical libre DPPH est largement utilisée pour évaluer le
pouvoir antioxydant des extraits végétaux. Les antioxydants réduisent le radical DPPH
(2,2diphényl-1-picrylhydrazyle) ayant une couleur violette en un composé jaun
(2,2diphenyl1-picrylhydrazine)
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Dans cette technique, I'effet antioxydant peut étre facilement évalué en suivant la
diminution de I'absorption de DPPH et la réaction est contrdlée a 517 nm.

(Brand Williams et al., 1995 ; Musa et al., 2016 ; Krimat et al., 2017).

v Mode opératoire La solution de DPPH :

Est préparée par I’ajout de25 mg de radical DPPHe dans 80ml de méthanol a 90%. Le
volume est ajusté a 100ml. La solution est préparée a l’avance, au moins 1a2 hcar la
solubilisation est difficile, et elle ne se conserve pas plus de 4 a 5 jours a - 5°C et a I’obscurité
(Afshari et al., 2015).

La solution mére de DPPH concentré est diluée dans le méthanol jusqu’a 1’obtention
d’une densité optique proche del a nm 515(Schaich et al., 2015).

e Les extraits a tester :

Un volume de 100pl de la solution a tester a 0,1%est melangé avec 3,9ml de la solution
du DPPH- dans des tubes a essai et a I’obscurité et a la température ambiante (POPOVICI et
al., 2009). Apres 30mnd’incubation a 1’obscurité et a température ambiante, la densité optique

est lue @ 517nm (Thaipong et al., 2006).
e Courbe d'étalonnage :

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard I’ascorbate
ou vitamine C. C’est un antioxydant hydrosoluble majeur, réagit rapidement avec 1’anion
superoxy de et I’oxygéne singulet, ou encore avec le peroxyde d’hydrogéne Elle est
indispensable par sa capacité a réduire d’autres antioxydants oxydés comme la vitamine E ou

les caroténoides (Pourrut,2008)

On mélange 100ul des extraits Zn-SeNPs ou contrdle positif avec 3,9 ml de solution
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) puis agité vigoureusement. Aprés 1’incubation a
I’obscurité¢ pendant min, la densité optique est mesurée a 515 nm. Le méthanol est utilisé
comme un blanc (Afshari et al.,2015).

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (1%)

1%= [(Abs contrdle — Abs test) / Abs contréle] x 100 (Schaich et al., 2015).
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1.5.1.1.2. Test de réduction du fer (FRAP: Ferric reducing antioxidant power):
v Principe

La réduction du fer des extraits a été determinée selon la méthode de Oyaizu (1986). La
méthode est basée sur le changement de couleur de I'échantillon du vert au bleu selon la
puissance de réduction de chaque composé. La présence des réducteurs (antioxydants)
provoque la réduction du complexe Fe3+/ferricyanure (forme ferrique) en forme ferreux.

L'absorbance est mesurée a 700 nm (Ferreira et al., 2007).
v" Mode opératoire :

Un (1) ml de I'extrait & différentes concentrations sont mélanges avec 2,5 ml de tampon
phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium (1% dans l'eau). Le
mélange est incubé a 50 °C pendant 20 minutes. Ensuite, 2,5 ml d'acide trichloroacétique
(10%) sont ajoutes. Le mélange est centrifugé a 650 tpm pendant 10 minutes. 2,5 ml de
surnageant sont mélangés avec 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml de chlorure de fer (0,1%).
Apres 10 minutes d'incubation, I'absorbance est lue a 700 nm (Ouchemoukh et al., 2012 ;
Nabavi et al., 2012). L'acide ascorbique est utilisé comme étalon et les résultats sont

exprimés en mg d'équivalent d'acide ascorbique/100g d'extrait des feuilles.

I.5.1.1.3. Test de blanchissement du p-caroténe :
v" Principe :

L’oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes, ces radicaux libres
vont par la suite oxyder le B-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui

est suivie par spectrométrie a 470 nm. Cependant la présence

d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et
donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du B-carotene. Dans ce test la capacité
antioxydant est déterminée en mesurant I’inhibition de la dégradation oxydative du B-caroténe

(décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide linoléique (Laguerre et al., 2007).
v" Mode opératoire :

Une quantité de 2 mg de B-caroténe est solubilisée dans 10 ml de chloroforme. On
préleve 1 ml de cette solution dans un bécher contenant préalablement 200 mg de Tween 40 et

20 mg d’acide linoléique. Aprés évaporation, un volume de 50 ml d’eau saturée en oxygene
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est ajouté. Dans des tubes, 4ml de 1’émulsion B-carotene/acide linoléique sont additionnée a
100 pl de la solution de D’extrait ou de I’antioxydant de synthése BHT a différentes
concentrations. Les tubes sont placés dans un bain marie a 50°C pendant 120 min. Ensuite,
I’absorbance de chaque extrait est mesurée a 470 nm a t = 120 min. Le control négatif est
constitu¢ par 100 pul d’éthanol au lieu de I’extrait ou de ’antioxydant de syntheése. Tous les

essais sont répétes trois fois (Koleva et al., 2002).

L’absorbance est mesurée immédiatement a 470 nm ce qui correspond a t = 0 min
contre le blanc contenant 1I’émulsion sans B-carotene seulement pour le contrdle négatif.
L'activité antioxydant (%) des extraits est évaluée en termes de blanchiment de f-caroténe en

employant la formule suivante :

[ % = ((AA (120) — Ac (120)) / (Ac (0) —A (120))) x100 }

AA (120) : représente 1’absorbance en présence de 1’extrait (antioxydants) a 120 min.
AC (0): représente I’absorbance du controle a 120 min.
AC (120) : représente I’absorbance du contrdle a 0 min.

1.5.2. Activité anticoagulante :
1.5.2.1. Evaluation in vitro de I’activité anticoagulante :

1.5.2.1.1. Temps de céphaline kaolin activé (TCK) :

v" Principe :

L’activité anticoagulante issus d’Zn-SeNPs a base des feuilles Nerium Oleander est
évaluée in vitro vis-a-vis de la voie endogéne sur un pool des plasmas normaux déplaquettés
et a I’aide de test global chronométrique le temps du céphaline-kaolin activé (TCK).

Le pool plasmatique pauvre en plaquette est un mélange de plasmas de 10jeunes adultes
comme volontaires sains non traités, dont les TCK sont normaux et comparables. Le sang de
chaque volontaire est prélevé par ponction veineuse dans un tube en plastique sur une solution
anticoagulante de citrate de sodium a 3,2 % et a raison de 1 volume pour 9 volumes du sang.

Le sang est ensuite centrifugé pendant 10mn a 3000rpm pour obtenir un plasma pauvre
en plaquettes. Le plasma standard obtenu est conservé a basse température (-10 C°) jusqu’a
son utilisation (Athukorala et al.,2006).
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v" Mode opératoire :

Laisse le mélange mn suivi d’une addition de 100 pl de CaCl pour une recalcification
du plasma Ainsi le temps d’incubation est mesuré¢ a I’aide d’un coagulometre de type
biomérieux, les résultats sont exprimés par le temps de coagulation en seconde (Athukorala
et al.,2006)

1.5.3. Activité anti-inflammatoire :

L'évaluation de l'activité anti-inflammatoire est réalisée en deux parties, soit in vitro et

in vivo.

1.5.3.1. Activité anti-inflammatoire in vitro :

L'activite anti-inflammatoire in vitro d'extrait d’Zn-SeNPs est effectuée selon la
méthode d'inhibition de la dénaturation des protéines (CHANDRA et al., 2012).

v" Principe :

Le principe de cette technique est basé sur la capacité d'extrait a empécher la
dénaturation Thermique de protéine (CHANDRA et al., 2012).

v' Mode Opératoire :

Le mélange réactionnel (5 ml) consistait en 0,2 ml d'ceuf albumine (d'ccuf de poule
frais), 2,8 ml de tampon phosphate solution saline (PBS, pH 6,4) et 2 ml de concentrations
variables de AQCA pour que les concentrations finales deviennent 31,25, 62,5, 125, 250, 500,
1 000 pg/ml. Volume similaire de double distillation

I’eau a servi de témoin. Ensuite, les mélanges ont été incubés a 37°C dans un incubateur
BOD (Labline Technologies) pendant 15 min puis chauffé & 70°C pendant 5 min. Apres
refroidissement, leur l'absorbance a été mesurée a 660 nm (SHIMADZU, UV 1800) en
utilisant le véhicule comme blanc et leur viscosité a été déterminée a l'aide du viscosimeétre
d'Ostwald. Diclofénac sodique a la finale concentration de (78,125, 156,25, 312,5, 625, 1250,
2 500 pg/ml) a été utilisé comme médicament de référence et traité de la méme fagon pour
détermination de I'absorbance et de la viscosité. Le pourcentage I'inhibition de la dénaturation

des protéines a été calculée en utilisant la formule suivante :

[ % inhibition = 100 x (Vt/Vc-1) }

Vt : absorbance de 1'échantillon d’essai.

V¢ : absorbance de controle.
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1.4.4. Activite anti-hémolytique :

1.4.4.1. Evaluation de I’activité anti-hémolytique :

v" Principe :

L’effet anti-hémolytique d’extraits d’Zn-SeNPs est évalué in vitro par ’utilisation de
modele érythrocytaire. Ce dernier est facile a isoler du sang et sa membrane présente des
similitudes avec d'autres membranes cellulaire (Shobana et Vidhya, 2016).

v" Mode opératoire :

1.Préparation de la suspension érythrocytaire :

Le sang utilisé pour préparer les suspensions d'érythrocytes a été prélevé sur des sujets
sains et placé dans des tubes remplis d'héparine sur lesquels des analyses sérologiques ont été
effectuées, afin d'exclure tout risque de contamination par d'éventuelles maladies.

Apreés centrifugation du sang a 3000 rpm/5 min, le culot récupéré a été lavé 3 fois avec
du PBS iso-tampon salin composé de tampon phosphate de potassium 10 mM, pH = 7,4 et
154 mM Nacl. Chaque lavage consistait a mettre les cellules en suspension dans du PBS Iso-
saline et a centrifuger a 3 000 tr/min/5 min. Apres la derniere centrifugation, le culot est remis
en suspension dans du PBS isotonique a raison de 1 volume de culot et 9 volumes de PBS, ce
qui permet d'obtenir un hématocrite de 10%. (Rani et al., 2014).

2.Induction hypotonique :

Afin de déterminer la concentration du Na CI qui provoque la lyse des globules rouges,
on a additionné 100ul de la suspension érythrocytaire (10%) a Sml de Na Cl a différentes
concentrations (2,5-7mg/ml), ainsi qu’un témoin négatif (Na Cl isotonique 9mg/ml) et un
témoin positif (I’eau distillée). Aprés incubation pendant 30min a température ambiante, le
mélange a été centrifugé 10 min a une vitesse de 3000rpm, a la fin on a effectué une lecture
des densités optiques a 540 nm (Louerrad et al., 2016).

3.Effet sur I’hémolyse induite par la solution hypotonique (Na Cl) :

100 ul de D’extrait d’Zn-SeNPs a différentes concentrations (0,1-1mg/ml), ont été
mélange avec 100ul de la suspension érythrocytaire, aprés une incubation de 10min a
température ambiante, 5ml du NaCl a une concentration de 3.5mg/ml ont été ajouté. Le
mélange est laisse incubé a 37°C pendant 30 min puis centrifugé a 3000rpm/ 10 min.
L’absorbance du surnageant a été lue a 540 nm, de méme Un controle en absence d’extrait et

un standard (quercetine) ont éte réalisé (Louerrad et al., 2016).
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4.Induction par le peroxyde d’hydrogene H2O: :

500ul de H2O; a différentes dilutions (1/10,1/30,1/60,1/100) ont été mélangés avec un
volume de 250ul de la suspension de globules rouges, apreés une durée de 3h d’incubation a
37°C, on a ajust¢ par le PBS jusqu’a 4,500ml puis le mélange a ¢ét€¢ soumis a une
centrifugation pendant 10 min avec une vitesse de 3000 rpm. L’absorbance des surnageant a
¢été lue a 540 nm. Les contrdles ont été préparé en remplagant I’H>O; par 1’eau distillée pour le
contrdle positif et par la solution PBS pour le contréle négatif (James et Alewo, 2014).

5.Effet sur I’hémolyse induite par I’'H20: :

250ul de la suspension érythrocytaire et 500ul d’extrait a différentes concentrations
(0.1- 1mg/ml) ont été incubés pendant 30 min a température ambiante puis on a ajouté 500ul
de H O2 (1/30), et apres une incubation pendant 3h a 37°C, on a ajusté le volume final a
4500ul par le PBS, a la fin une centrifugation et une lecture des DO a 540 nm et de méme
facon on a réalisé le test standard en utilisant la quercétine comme molécule de référence. Le
controle a été réalisé en absence d’extrait et en présence de 1’eau distillée. (James et Alewo,
2014).

6.Calcule des taux d’hémolyse :

Le pourcentage d’hémolyse pour tous les teste a été calculé en suivant la formule

suivant (Shobana et Vidhya, 2016) :

[ % d’hémolyse= (Abs du test/Abs du contréle) x 100 }

1.5.5. Activité antibactérienne:

v" Principe du test :

Les bactéries en culture sont mises en présence d’un ou plusieurs antibiotiques Les
conséquences de la présence d’une molécule active sur le développement bactérien sont
directement observables via la formation d’halos d’inhibition autour du dép6t de I’échantillon
testé Ces halos indiquent la présence de molécules actives dans 1’extrait étudié, parfois grace a
la présence d’une molécule antibiotique. Un antibiotique est une substance organique ayant
pour action spécifique de détruire (activité bactéricide) ou fortement inhiber la croissance de
microorganismes (activité bactériostatique). Ces molécules sont soit d’origine naturelle
(spécifiquement élaborées par des microorganismes ou présentes dans des organismes
végetaux), soit synthétisées ou hémi synthétisées (la majorité des antibiotiques actuels)
(Pierre, 2010).
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v' Mode Opératoire :

Le test antibactérien du composé a été déterminé par la méthode de diffusion de puits
(WD) contre quatre bactéries, a savoir Klebsiella pneumonia ATCC 13883, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, et Escherichia coli ATCC
25922,. L'échantillon a éteé preparé pour étre (100, 50, 25 et 12,5 mg/mL) dans du DMSO. Le
milieu utilisé était la gélose Mueller Hinton. Les bactéries ont été cultivées sur milieu gélosé
et incubées pendant 24 heures a 37°C. Les cultures bactériennes ont été mélangées avec une
solution de NaCl a 9% et une turbidité par rapport a McFarland Norme de turbidité 0,5 (10"8
UFC/mL). Ensuite, lI'agar a verser sur les boites de Petri et la suspension bactérienne a été
¢couvillonnée sur l'agar. Jusqu'a 60 pL du composé ont été incorporés dans des puits de 6 mm
de diamétre, qui ont été placés dans de la gélose ensemencé avec souche bactérienne. Ensuite,
les plaques ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. Le test a été fait en

triplicata. La zone d'inhibition représente I'action antibactérienne.

Candida albicans ATCC 14053 a été utilisé pour étudier les propriétés antibactériennes
et antifongiques activités des échantillons étudiés, il a été préparé en gélose Sabouraud
Dextrose pour leur test d'activité antifongique avec la méme procédure que l'activité
antibactérienne. (Kiehlbauch et al,2000).

C’est la technique de base utilisée pour étudier la capacité d’une substance a exercer un
effet antimicrobien. Des boites de Pétri contenant du milieu Sabouraud dextrose agar
additionné de 2% de glucose (pour les levures) et Mueller Hinton agar (pour les bactéries)
sont ensemencées aseptiquement par une suspension de 106 cellules/mL qui provient d’une
culture jeune de levures ou de bactéries respectivement. L’ensemencement se fait par
¢couvillonnage. Apres le séchage des boites, la gélose est perforée au centre a I’aide de la
partie supérieure d’une pipette Pasteur. Les cavités ainsi formées sont remplies de la solution
aqueuse de la cendre a une concentration de (100, 50, 25 and 12.5 mg/mL) (environ 60 pL par

puits).

Les boites sont mises a incubées dans une étuve a 37°C pendant 48h pour les levures, et
a 37°C pendant 24h pour les bactéries. L’action inhibitrice se manifeste par la formation
d’une auréole autour des puits. La lecture des résultats s’effectue par mesure des diamétres
des zones d’inhibitions. Un produit est considéré actif, si le diameétre de la zone d’inhibition

est supérieur a 6mm.( Ela, M.A., EI-Shaer et Ghanem,1996).
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I1.1) La biosynthése des nanoparticules d’Zn-Se :

Dans la présente étude, la bionsynthese de nanoparticules a partir dopage (Zn-Se) a été
réalisée avec succes en utilisant les extraits aqueux des parties aériennes de Nerium Oleander
. Une couleur vert claire (Figure N°21 ). Qui a changé en vert tres foncé (Figure N°22), a été
observée apres addition 100 mL la solution d’Zn_Se on a pris trois concentration différents
diluée de cette solution mélangé ( Zn-SeNPs 0,5%, Zn-SeNPs 1%, Zn-SeNPs 2% ) et sous
agitation continue . Le développement de cette coloration est un indice de la capacité des

extraits aqueux de Nerium Oleander la synthése des nanoparticules d'Zn-Se.

1200

1000

L .

Figure N°22 : Extraits aqueux de Nerium Oleander apreés la biosynthese des nanoparticules
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11.2) Le rendements :

L'extraction par macération est une procédure importante qui préserve les structures des
métabolites d’origine végétale. Par conséquent, elle est largement employée pour 1’évaluation
de la composition chimique des extraits bruts de plantes, mais aussi pour estimer les teneurs
de certains constituants spécifiques solubles dans un solvant particulier (Benchaachouaand
others. 2016).

Les rendements des extraits sont définis comme étant les rapports de poids de 1’extrait
sec d’Zn-SeNPs des feuilles (g) sur poids totale de la matiére végétale (g) , ils sont exprimés
en pourcentage (%).

Tableau N°12 : rendements massiques d’extraction d’Zn-SeNPs des Nerium oleander

Zn-SeNPs 0.5% 2 13,33
Zn-SeNPs 1% 0,8 5,33
Zn-SeNPs 2% 0,3 2

11.2) Caractérisation de la synthése verte des NPs de Zn-SeNPs:

Tableau N°13 : Caractirisation des dopages des NPs par le DRX

01-
NP | 25. 0.143 | 4,57 0.888 | 040 | 32 | 52 | 5.2
s 07 657.75 28 139 0.38114 1.8911 1.5921 1.3831 _ 0 629 | 020 | 066 079-
0206
0.5
%
Zn-
Se | 19. 01-
0.141 | 2,70 2,739 | 1.23 32 | 51 52
NP | 14 383.62 9 308 0.37983 1.8825 2.7298 1.8111 : 3 425 | 955 | 098 080-
S 0075
1%
Zn-
lﬁleD 19. 390.59 0.014 ) 2,75 0.37986 1.8825 2.6811 1.7948 2.240 1 100 4 32 1 5.1 32 (;)819
31 ’ 192 2.13 ’ ’ : ' - 8 426 | 952 | 069
S 7102
%2

le résultat de dopage (Zn-Se) en présence les extraits des feuilles donnée des nouvelles
particules( Zn-O/ Zn-Se03) dans les échantillons Zn-SeNPs 2% et Zn-SeNPs 1% et Zn-SeNPs
0.5%.
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En utilisant DRX, nous constatons que la taille de Zn-SeNPs 2% est 19.31nm et Zn-
SeNPs 1% présente a taille 19.14nm et Zn-SeNPs 0.5% par taille 25.07nm, Quant aux
mesures des nanoparticules dans les particules obtenues dans chaque dopage des Zn-SeNPs
est ZnO(a=3.2499nm,b=3.2499nm,c=5.2066nm/0=90°,=90°,1=120°)et le ZnSeOs posséde
(a=6.2330nm, b=7.2000nm, c=11.9870nm/ a=90° , f=90° , A=90°).

Nous concluons des résultats obtenus grace a la technologie DRX ,quant que nous
changent dans les concentrations d'oxyde de sélénium, les particules restent les mémes mais
avec des tailles différentes, et Lorsque la concentration d'oxyde de sélénium augmente, la

taille des nanoparticules diminue.
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Figure N°23 : Caractirisation de Zn-SeNPs 2% par le DRX

Caractirisation du Zn-SeNPs 1%
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Figure N°24: Caractirisation de Zn-SeNPs 1% par le DRX
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CARACTIRISATION DE Zn-SeNPs 0.5%
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Figure N°25 : Caractirisation de Zn-SeNPs 0,5% par le DRX
11.4) Activités biologiques
11.4.1) Activité Antioxydant :

Dans notre étude trois tests différents ont utilisé pour déterminer le pouvoir antioxidant
des nanoparticules de Zn-Se synthése a base des extraits de plante (les feuilles du Neruim
Oleander), le test de piégeage du radical DPPH, le test de FRAP (Ferric Reducing Power) et

le test de blanchissement du B-caroténe.
11.4.1.1) Test du piégeage du radical libre DPPH:

Le modele de piégeage du radical DPPH stable est une méthode largement utilisée pour
évaluer la capacité de piégeage des radicaux libres des composés naturels (HU et al.,
2013).En interagissant avec le DPPH, les antioxydants transférent soit un électron, soit un
atome d'hydrogéne vers le radical DPPH en neutralisant son caractére radicalaire (YIN et al.,

2010).
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Figure N°26: Activité anti-oxydant des dopages de NPs (Zn-SeNPs 2% / Zn-SeNPs 1% / Zn-
SeNPs0.5% ) a la concentration 100 pg/ml par test DPPH.

La figure présente les résultats d'activité antioxydante des trois dopages de Zn-SeNPs
comparés a 1’acide ascorbique , On remarque que toutes les fractions ont un pouvoir
d'inhibition des radicaux libres sont presque égaux .Pour le DPPH ont des pouvoirs
d’inhibitions( 93%) pour Zn-SeNPs 1% et ( 92%) Zn-SeNPs 0.5%et ( 88%) et pour Zn-
SeNPs 2%.

D' apres ces résultats c'est Zn-SeNPs1% a présenté une activité plus éleve que celui de
les Zn-SeNPs 0.5%et 2% .

Nous concluons des résultats que tous les Zn-SeNPs ont une activité anti-oxydant car

ils sont trés proches du pourcentage d'acide ascorbique, qui est estimé a 100%.
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11.4.1.2) Test de réduction du fer (FRAP):
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Figure N°27 : Activité anti-oxydant des dopages NPs (Zn-SeNPs 2% / Zn-SeNPs 1% / Zn-
SeNPs0.5% ) a la concentration 100 pg/ml par test FRAP.

La figure présente les résultats d'activité antioxydant FRAP des trois nanoparticules Zn-
Se ont trouve les valeurs: Zn-SeNPs 2% ( 94 %) , Zn-SeNPs 1% (91%) et Zn-SeNPs 0.5% (
96%).0n remarque qu'il n'y a pas de différence significative entre les trois pourcentageses des
Zn-SeNPs par rapport a I'acide ascorbique qui est estimé a 100%.

Nous constatons egalement que le Zn-SeNPs 0.5% est la valeur la plus eléve et la plus

active.
I1.4.1.2) Test de blanchissement du f-caroténe:

Dans le test de blanchissement du B-caroténe, I’oxydation de I’acide linoléique génére
des radicaux libres due a 1’abstraction d’un atome d’hydrogéne a partir des groupes methylene
de I’acide linoléique. Puis le radical libre va oxyder le béta caroténe hautement insaturé.la
présence d’un antioxydants dans I’extrait permet de minimiser 1’oxydation du béta carotene

par les hydro-peroxyde qui sont neutralisées (Popovici et al., 2009).

La figure ci-dessous rapporte les valeurs moyennes de deux mesures d’AA %

(coefficient d’activité antioxydante) + SD calculés a partir de la formule:
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% Activité antioxydante = (Abs contréle - Abs échantillon / Abs contréle ) x 100

Ces valeurs facilitent des comparaisons de 1’activité relatives des différents extraits, du

témoin positif (BHT).
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Figure N°28 : Activité anti-oxydant des dopages de NPs (Zn-SeNPs 2% / Zn-SeNPs 1% / Zn-

SeNPs0.5% ) par test B-caroténe en fonction de temps.

La figure indiquée I' absorponce de blanchissement du f-caroténe de BHT a quatre
moments différents (To-T20-T24-Teo) pour tois échantillons(Zn-SeNPs 2% / Zn-SeNPs 1%/ Zn-
SeNPs0.5%). On observe dans :

Zn-SeNPS 2%: L'absorption est élevée et tres proche I' une d' autre dans les temps
To(0.064) et T24 (0.063) compartif du contrle To(0.58) et To4( 0.064) , Quant aux temps de
T20(0.02) et Teo(0.03), le taux d'absorption est tres faible.

Zn-SeNPs1%: |I' absorponce dans le temps 0 est la plus élevée par rapport au contrdle
et aux autres temps qui prennent des valeurs (0.016 , 0.025, 0.029) pour les temps(

T20,T24,Teo) respectivement.
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Zn-SeNPs0.5%: L'absorption la plus élevée dans cette échantillon est le To(0.064), et
tres faible a d'autres moments T24 (0.013),T20(0.016),Te0(0.022) a comaratif des valeurs du
contrble T24(0.064), T20(0.058),Te0(0.063).
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Figure N°29 : Diagramme d'activité antioxydante des dopages de NPs (Zn-SeNPs 2% / Zn-
SeNPs 1% / Zn-SeNPs0.5% ) a la concentration 100 pg/ml par teste de blanchissement du 3-

caroténe.

D'apres analyse des résultats, nous concluons que la Zn-SeNPs 2% et la plus taux
d’inhibition e blanchissement du B-caroténe (41.14%) par rapport les Zn-SeNPs 1% (39.21%)
et Zn-SeNPs0.5% (25.49 %). activité antioxydante des différentes Zn-SeNPs par teste de

blanchissement du -caroténe de BHT a concentration 100 pg/ml faible.
11.4.2) Activité anti-inflammatoire:

Les résultats de D’effet inhibiteur de la dénaturation d’albumine de 1’ceuf en fonction

des différentes dopages des Zn-SeNPs sont résumés dans la figure suivant :
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Figure N°30 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique des dopages de NPs (Zn-
SeNPs 2% / Zn-SeNPs 1% / Zn-SeNPs0.5% ) et du diclofénac de sodium (22,89 pg/ml).

Ces résultats comparés a ceux de la diclofénac de sodium qui est un anti-inflammatoire
révelent que I’effet inhibiteur des trois dopages des Zn-SeNPs.La pouvoir d'inhibition de la
dénaturation protéique des Zn-SeNPs est proche 1' une de I’autre dans proucentage suivant :
Zn-SeNPs 2% (9.5%) , Zn-SeNPs 1% (9.2%) et Zn-SeNPs 0.5% (13.05 %) est trés proche a la

diclofinac soduim (22.89%) dans concentration 1000 ug/ml.

Cette résultats éxplique que le Zn-SeNPs 0.5% posséde une activité anti-inflammatoire
éleve contrairement aux les Zn-SeNPs 2% et Zn-SeNPs 1% qui ont une activité
faible.Statistiquement ’activité anti-inflammatoire & une corrélation positive avec les oses

acides, les oses neutres, les protines et les lipides.
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11.4.3) Activité anticoagulante:

La figure (31) présente 1’évaluation de la capacité anticoagulante des deux dopages des

Zn-SeNPs comparée au contrdle positif (héparine) avec le test de temps de céphaline-Kaolin
activé ( TCK).
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Figure N°31 : Temps de Céphaline-Kaolin active( tck) des dopages des NPs (Zn-SeNPs 2% /
Zn-SeNPS 1% / Zn-SeNPs0.5% ) a une concentration d'On 10ug/ul.

On remarque que le Zn-SeNPs 0.5 possede un temps de céphaline-Kaolin activé plus

proche (30s) a celui du contréle normal qui est de 27 s, qaunt le Zn-SeNPs 2% a pris plus de
temps qui est estimé a (115s).

D'apres les résultats obtenus, on dit que le Zn-SeNPs 2% posséde un peu activité

anticoagilante . Plus le temps de coagulation est long, l'augmentation d'activité anticoagulante

11.4.4) Activité anti-hémolytique:
11.4.4.1) Activite anti-hémolyse hypotonique (NaCl) :

Les résultats de 1’hémolyse in vitro réalisé sur les globules rouges humains par la
solution hypotonique du NaCl (Figure 32) montrent que le maximum d’hémolyse a été trouvé
a la concentration entre 2,5 et 3 avec un pourcentage de 91+0.05%.
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Figure N°32 : Effets des dopages de NPs (Zn-SeNPs 2% / Zn-SeNPs 1% / Zn-SeNPs0.5% )
sur I' hémolyse hypotonique (NacCl).

Les résultats obtenus montrent que toutes les dopages de Zn-SeNPs ont des taux
d'’hémolyse presque égaux et proches de celui du contréle :Zn-SeNPs 2% qui présente une
hémolyse (67.52%) et Zn-SeNPs 1% (61.81%), Zn-SeNPs 0.5% (60.94%) et le
conr6le(76.05%).

Ainsi, a partir de (le figure 30 ) nous concluons que le taux d’activité anti-hémolytique
des fractions Zn-SeNPs 2% et Zn-SeNPs 1% et Zn-SeNPs 0.5% est éléve par rapport a le taux
de conréle on dit donc que I'absorponce de Nacl trés haut .

11.4.4.2) Activité anti-hémolyse induite par le radical H20z2:

L’étude de pouvoir hémolytique du peroxyde d’hydrogene a été réalisée a différentes
concentrations (dilutions) de H2O., une étape indispensable pour fixer la concentration de

H>0> qui provoque une hémolyse optimale.
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Figure N°33 : Effets des dopages de NPs(Zn-SeNPs 2% / Zn-SeNPs 1% / Zn-SeNPs0.5% )
sur 1" hémolyse induite par le H20..

Nous pouvons voir sur la figure que tous les pourcentages des dopages de Zn-SeNPs
sont élevés par rapport le contrdle .observe que le Zn-SeNPs 2%posséde a pourcentage
(65.15%) et Zn-SeNPs 1% (114.64%) et Zn-SeNPs 0.5% (99.49%) comparatif a contrdle
(100%).

Les résultats expliquent que la Zn-SeNPs 1% et la Zn-SeNPs 0.5 % présent les
pourcentagse plus éleve par rapport le contréle et les autres Zn-SeNPs, et par le H20. qui est
estimé a( 56.56%) , Nous concluons que tous les dopages de Zn-SeNPs ont une absorpation
élevee de H,O- (activité anti-hemolytique).

11.4.5) Activité antibactérienne :

Tableau N°14 : Résumé d'activité antibactérienne des dopages de NPs (Zn-SeNPs 2% / Zn-
SeNPs 1% / Zn-SeNPs0.5% )

Escherichia coli NA 11,3 10,6 ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae NA 11 7,7 ATCC 13883
Pseudomonas aeruginosa NA NA NA ATCC 27853
Staphylococcus aureus NA 12 9,7 ATCC 25932
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L activité pour I'échantillon | (Zn-SeNPs 2%): A travers le tableau présenté pour les
résultats d'activité bactérienne, on constate qu'il n'y a pas d'effete sur ces bactéries
Escherichia coli , Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.

L’Activité pour I'échantillon H (Zn-SeNPs 1%) : On remarque qu'il y a peu d'activité
dans Escherichia coli (11.3mm) , Klebsiella pneumoniae (11.0mm) Staphylococcus aureus
(12mm), Pseudomonas aeruginosa ils n'ont aucun effet sur ces bactéries .

L'activité pour I'échantillon A (Zn-SeNPs 0.5%0): on observe que posséde un peu
d’activité Escherichia coli , (10.6mm) , Klebsiella pneumoniae (7.7mm) Staphylococcus
aureus , (9.7mm) Pseudomonas aeruginosa ils n‘ont aucun effet sur ces bactéries.

Tableau N°15 : Résumé d’activité anti-candidose

) (Zn-SeNPs (Zn-SeNPs (Zn-SeNPs Référence
Souches testées
2%) 1%) 0.5%0)
Candida albicans NA NA NA ATCC 14053

A travers le tableau présenté pour les résultats d'activité anti-candidose , on constate

qu'il n'y a pas d'effete dans les trois Candida albicans..
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Conclusion générale

La biosynthése des nanoparticules a recu une attention croissante dans le domaine de
la nanotechnologie en raison de leurs applications antimicrobiennes et biomédicales. La
synthése verte de nanoparticules metalliques est envisagée comme une alternative rentable et

écologique dans le scenario de recherche actuel.

L 'objectif de nos travaux est la biosynthese des nouvelles nanoparticules par dopage
(zinc dopé par sélenuim Zn-Se) a base d'extraits des feuilles de plante Neruim Oleander

(laurier rose), et étude caractérisation et I'évaluation de leurs activités biologiques.

Des nanoparticules de Zn-Se ont éte synthétisées par une méthode simple, non couteuse

et facile a mettre en ceuvre, respectueux de l'environnement.
Les conclusions suivantes ont été tirées des résultats obtenus dans la présente étude:

La diffraction des rayons X, qui a montré que les particules obtenues a partir du
processus des dopage de nanoparticule (Zn-SeNPs2%, Zn-SeNPs1% / Zn-SeNPs0.5%) par la
synthése verte des feuilles de Neruim Oleander sont des particules de taille et d'ordre

nanometriques.

Les résultats des activités biologiques des dopages de NPs (Zn-SeNPs2%, Zn-SeNPs1%
| Zn-SeNPs0.5%) sont présentées éleve dans les tests DPPH et FRAP et B-caroténe de I
activité anti-oxydant et moyen dans l'activité anti-inflammatoire et un peu dans I' activité
coagilant et plus éleve dans I' activité anti hémolytique de Nacl et H2O> et pour I' activité anti
bactérienne présente un peu effet pour gautre les souches bactériennes Escherichia coli,
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae. il n'y a pas effet

pour activité anti-candidose sur une souche Candida albicans.

Les résultats des activités obtenues sont les résultats de I'interaction les dopages des
nanoparticules , et cela est indiqué par lI'analyse de DRX, car les composés des feuilles des

plantes ont été éliminés par combustion dans le four.

Une compréhension approfondie des mécanismes biochimiques impliqués dans la
synthese des NPs a médiation végétale est une condition préalable afin de rendre I'approche
économiquement plus compétitive et durable. De nouvelles améliorations des méthodes vertes

de synthese.
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Conclusion générale

Expérimentez des différents dopages de minéreux dans la biosyntheése les nanoparticules
pour donne des aux particules de nouvelles propriétés chimiques et physiques et des

activités biologiques.
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Annexe 01 :

COUBE D'ETALONNAGE POUR
Dpph
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Figure 01 : Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique pour le test de DPPH
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique pour le test de FRAP
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Figure 05 : Courbe d’étalonnage du diclofénac pour le test anti-inflammatoire

Courbe d'etalonage de hémolyse induite par
I'H202

Figure 05 : Courbe d’étalonnage de hémolyse induite par ’H202
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Figure 05 : Courbe d’étalonnage de hémolyse hypotpnique NaCl
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