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Résumé

Les nanoparticules d'oxyde d'étain (SnO2NPs) sont devenues I'objet d'une attention
croissante en raison de leur utilisation potentielle en tant qu'agents antimicrobiens. La méthode
de synthése verte utilisant des extraits de plantes a séduit les scientifiques en raison de son
respect de I'environnement et de sa simplicité.

Dans notre étude, deux extraits hydro-éthanoliques ont été preparés a partir des feuilles
et du zeste de Citrus limon, puis leur rendement d'extraction a été déterminé. Les résultats
obtenus ont montré que le rendement d'extraction était plus élevé pour l'extrait hydro-
éthanolique du zeste (12,18 %), suivi par le rendement de l'extrait hydro-éthanolique des
feuilles (5,6 %).

Par la suite, les SnO2Nps ont été biosynthétisées en utilisant les extraits hydro-
éthanoliques des feuilles ou du zeste de C. limon comme des agents réducteurs. Nous avons
remargué un changement de couleur des deux solutions au cours de la biosynthése, passant du
blanc au jaune pale, ce qui indique la réduction des Sn?* en Sn°. L'activité antimicrobienne des
deux types de nanoparticules de SnO; a été déterminée par la méthode de diffusion de puits,
avec des concentrations allant de 1 a 100 mg/ml, vis-a-vis de quatre souches bactériennes, y
compris Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa. Les résultats de cette activité ont montré des zones d'inhibition significatives contre
deux souches bactériennes a Gram négatif (E. coli et P. aeruginosa), ainsi que contre une
souche a Gram positif (B. subtilis). De plus, nos résultats ont mis en évidence que les
nanoparticules de SnO, issues de I'extrait des feuilles de C. limon ont démontré une activité
antibactérienne plus puissante que celles synthétisées a partir du zeste. Cependant, S. aureus,
L. monocytogenes ont présenté une résistance envers les deux types de nanoparticules de SnO..
Nos résultats suggerent que les nanoparticules de SnO- ont une utilité plus importante en tant

qu'agents antibactériens.

Mots clés : nanoparticules de SnO-, biosynthése, Citrus limon, antibacterienne.



Abstract

Tin oxide nanoparticles (SnO2NPs) have garnered increasing attention due to their
potential use as antimicrobial agents. The green synthesis method using plant extracts has

attracted scientists due to its environmental friendliness and simplicity.

In our study, two hydro-ethanolic extracts were prepared from the leaves and zest of
Citrus limon, and their extraction yields were determined. The results showed that the extraction
yield was higher for the hydro-ethanolic extract of the zest (12.18%), followed by the extraction

yield of the hydro-ethanolic extract from the leaves (5.6%).

Subsequently, SnO2NPs were biosynthesized using the hydro-ethanolic extracts from
the leaves or zest of C. limon as reducing agents. We observed a color change in both solutions
during biosynthesis, transitioning from white to pale yellow, indicating the reduction of Sn?* to
Sn°. The antimicrobial activity of the two types of SnO, nanoparticles was determined using
the well diffusion method, with concentrations ranging from 1 to 100 mg/ml, against four
bacterial strains, including Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa. The results of this activity showed significant inhibition zones
against two Gram-negative bacterial strains (E. coli and P. aeruginosa), as well as one Gram-
positive strain (B. subtilis). Furthermore, our results highlighted that SnO2 nanoparticles derived
from the leaves of C. limon demonstrated stronger antibacterial activity than those synthesized
from the zest.

However, S. aureus, L. monocytogenes exhibited resistance to both types of SnO;
nanoparticles. Our findings suggest that SnO> nanoparticles have a more significant utility as

antibacterial agents.

Keywords: SnO2 nanoparticles, biosynthesis, Citrus limon, antibacterial.
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Introduction

Introduction

L'émergence des maladies infectieuses constitue I'une des principales causes de décés a
travers le monde, malgré la disponibilité de nombreux médicaments sur le marché. Cela est dd
au fait que de nombreux microorganismes sont devenus multi-résistants, ce qui nécessite une
intensification de la thérapie antibiotique et le développement de nouvelles molécules
antimicrobiennes, dont les nanoparticules (Bismillah et al., 2021). La nanotechnologie offre de
nouvelles possibilités d'applications biologiques en modifiant les propriétés physiques et
chimiques des substances naturelles. Ce domaine scientifique émergent implique l'utilisation
de matériaux a I'échelle nanométrique, c'est-a-dire dont la taille varie de 1 a4 100 nm. A cet
égard, de nombreuses nanoparticules se sont révélées efficaces contre divers agents pathogeénes,
y compris les micro-organismes résistants aux antibiotiques (Murat et Sumeyra, 2022). En
raison de leur petite taille, ces nanoparticules (NPs) possédent des propriétés physicochimiques
uniques et présentent une activité extraordinaire avec le potentiel de résoudre la plupart des
problemes de santé dans le monde (Sohail et al., 2022). Les nanoparticules de métaux et
d'oxydes métalliques sont trés demandées dans les industries chimiques, électroniques et
pharmaceutiques. Parmi les nano-oxydes metalliques, I'oxyde d'étain (IV) joue un rdle tres
important dans les domaines de la détection de gaz, de la catalyse et en tant qu'oxyde conducteur
transparent. Les différentes applications des nanoparticules de SnO; sont attribuées a leur
structure globale, a leurs propriétés de surface et d'interface. De nombreuses méthodes de
synthése sont disponibles pour la production d'oxyde d'étain (1V) a I'échelle nanométrique, mais
la méthode de synthése verte a partir d'extraits de plantes a séduit les chercheurs en raison de

son approche simple et respectueuse de I'environnement (Merlin et al., 2018).

Notre travail vise a évaluer l'activité antimicrobienne des nanoparticules de SnO:
synthétisées a partir des extraits de feuilles et de zeste de Citrus limon, dans le but de proposer

de nouvelles molécules présentant des effets antimicrobiens.
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I. Synthése bibliographique
I.1. Nanomatériaux
1.1.1. Définition des nanomatériaux

La nanotechnologie, également appelée nanoscience, est une discipline scientifique
innovante qui vise a manipuler et a controler des matériaux a I'échelle atomique ou moléculaire,
dans I’ordre de grandeur allant de 1 a 100 nm. Ces nanostructures présentent des propriétés
physiques, catalytiques et optiques améliorées qui ont des impacts dans de nombreux secteurs,

tels que 1'électronique, la biotechnologie, la biologie et I’agriculture (Koul et al., 2021).

Les nanomatériaux constituent I'élément fondamental de la nanotechnologie, la
commission européenne a défini un nanomatériau comme : « un matériau naturel, accidentel ou
manufacturé contenant des particules a I'état non lié ou sous la forme d'un agrégat ou d'un
agglomérat et dans lequel 50 % ou plus des particules ont une dimension externe comprise entre
1 nm et 100 nm » (EC, 2022). L'organisation internationale de normalisation (ISO) classe les
nanomatériaux en deux grandes familles : les matériaux nanostructurés, qui comprennent les
matériaux ayant une structure interne ou externe a I'échelle nanométrique, et les nano-objets,

dont au moins une des dimensions externes est a I'échelle nanométrique (1SO, 2015).

1.1.2. Classification des nanomatériaux

Selon les recherches menées par Barhoum et al., (2022) et Lobnik et al., (2010), les
nanomatériaux se distinguent par leur taille, leur forme, leur composition, leur porosité et leur
uniformité, ce qui permet de les classer de différentes maniéres. En fonction de leur provenance,
les nanomatériaux peuvent étre soit naturels, accidentels ou synthétiques. En ce qui concerne
leur taille, la réduction des dimensions d'un matériau a I'échelle nanométriqgue modifie
qualitativement ses propriétés physico-chimiques, dont leur réactivité chimique, leur
conductivité électrique, leur propriété optique et mécanique en raison de l'augmentation du
rapport surface/volume. D’ou on trouve les quatre principales classes : des nanomatériaux a 0
dimension (0D), les nanomatériaux unidimensionnels (1D), les nanomatériaux bidimensionnels

(2D) et les nanomatériaux tridimensionnels (3D).

-Nanomatériaux a 0 dimension (0D) : sont des matériaux qui possedent les trois dimensions

dans I'échelle nanométrique. Ils comprennent des nanoparticules, des fullerénes et des points
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quantiques qui ont des applications optoélectroniques et biomédicales significatives en raison

de leur stabilité optique, photoluminescence et perméabilité cellulaire.

- Nanomatériaux unidimensionnels (1D) : ces matériaux n'ont qu'une seule dimension en
dehors de I'échelle nanométrique. Cela inclut les nanofibres, les nanotubes. Grace a leur rapport

d'aspect supérieur et a leur grande surface, ils sont utiles pour les nanocomposites.

- Nanomatériaux bidimensionnels (2D) : les nanomatériaux de cette classe ont deux
dimensions en dehors de 1’échelle nanométrique. Le graphéne, les nanofilms, les nanofeuillets,
les nanoplaquettes et les nanoclays sont des exemples de nanomatériaux avec 2D qui présentent
des caractéristiques physiques, chimiques, optiques et biologiques uniques en raison de leurs

formes uniformes, de leur rapport surface/volume élevé et de leur charge de surface.

- Nanomatériaux tridimensionnels (3D) : les trois dimensions des matériaux concernés par
cette classe sont en dehors de la gamme des nanometres. Elles ont toutes des dimensions
supérieures a 100 nm. Ces structures de 3D complexes peuvent avoir des caractéristiques
particuliéres et sont des composants importants des systémes micro-électromécaniques, des

dispositifs biomédicaux, de la robotique et des cellules solaires.

Nanomatériaux

oD ib 2D 3D

0

: A i %P
Les points qu‘anhques . oo
Nanotubes
Liposomes
V Legraphéne
Les fullerénes / ‘
@ N anofibres Nanophqueﬂes Pob'cr}'stalines

Les nanoparticules

Figure 1 : Classification des nanomatériaux selon leurs dimensions (Barhoum et al.,
2022).
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I.2. Nanoparticules

1.2.1. Définition des nanoparticules

Les nanoparticules (NPs) sont le noyau des nanomatériaux, définis comme des objets
dont les trois dimensions sont a I’échelle nanométrique. Les nanoparticules ont des formes, des
tailles et des structures différentes, elles peuvent étre sphériques, cylindriques, tubulaires,
coniques, a noyau creux, en spirale et plate. Leur surface peut étre uniforme ou irréguliére avec
des variations de surface. En raison de leur rapport surface/volume élevé, les nanoparticules ont
des propriétés physiques, chimiques et biologiques uniques qui ont mené a leur utilisation dans
différentes applications (Anu Mary et Saravanakumar, 2017 ; Mustapha et al., 2022).

1.2.2. Classification des nanoparticules

Les nanoparticules (NPs) font partie des structures qui présentent plusieurs applications
possibles en fonction de leur diversité en termes de propriétés physiques (dimensions,
morphologie), chimiques (leur composition de base) et de leur origine, bien qu'elles partagent
en commun leur taille réduite, qui est liee a leur rapport surface/volume élevé. Les
nanoparticules peuvent étre classees selon leur origine en 3 catégories : les Nps naturelles,
accidentelles et synthétiques. Mais en général, elles sont classées en fonction de leur
composition de base en : Nps organiques, & base de carbone et inorganiques (tableau 1)
(Joudeh et Linnk, 2022 ; Vassal et al., 2022).
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Tableau 1 : Classification des nanoparticules en fonction de leur composition.

Nanoparticules

Composition

Caractéristiques

Exemple

Application

Nps organiques

Protéines, lipides ou
de tout autre composé

organique.

-Non toxiques.
-Biodégradables.
-Sensibles aux
rayonnements thermiques

et électromagnetiques.

Dendrimeres,
liposomes et
complexes

protéiques.

-Le domaine biomédical
pour l'administration ciblée
des médicaments et le traitement

du cancer.

Nps a base du carbon

Uniquement d’atomes

de carbone.

-Une bonne affinité
électronique.

- Haute résistance.

-Les fullerénes.

-Le stockage d'énergie.
-La bio-imagerie.

-Les applications environnementales.

Nps inorganique

Composées
inorganiques

et non carbonées.

- Grande stabilite.

- Propriétés optiques

et propriétés thermiques,
magnétiques et biologiques

uniques.

-Nps métalliques.

-Nps

semi-conducteurs.

-Nps céramiques.

-Le domaine biomédical.
-Photocatalyseurs.

-Dégradation des colorants.

(Joudeh et Linnk, 2022).
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1.2.3. Méthode de synthése des nanoparticules

Selon Rawat, (2015), les Nps peuvent étre d'origine synthétique, dont la synthése est
basée sur deux approches différentes : la méthode TOP-DOWN et la méthode Bottom-UP
(Figure 02).

Structuresa '

échelle
nanométrique
Matériau en vrac Fragments Agrégats Atomes ,
"eonee Top-Down - RULED Bottom-up -

Figure 2 : La synthése des Nps par BOTTOM UP et TOP DOWN (Rawat, 2015).

I. 2.3.1. La méthode Top down

Cette méthode vise a dégrader le matériau en vrac en molécules plus petites qui seront
transformées en nanoparticules par différentes approches physiques telles que : le broyage a
billes, I'évaporation thermique, la pyrolyse par pulvérisation, les techniques lithographiques par
ablation laser (ljaz et al., 2020). La synthese des nanoparticules métalliques par cette méthode
est souvent lente et nécessite une forte consommation d'énergie, en particulier pour les
techniques d'ablation au laser et au plasma. De plus, les larges distributions granulométriques,
les sous-produits inutiles, la consommation d'énergie élevée et le temps de production lent
rendent la plupart des méthodes physiques extrémement colteuses pour une application
commerciale pratique. Par conséquent, méme si cette méthode peut génerer une grande quantité
des nanoparticules, elle ne convient pas toujours a une utilisation commerciale car il existe un
risque que les nanoparticules soient endommagées lors du processus de fabrication, ce qui peut
altérer leurs propriétés optiques et physico-chimiques dépendantes de leur architecture de
surface (Patil et Rajkuberan, 2020).
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1.2.3.2. La méthode Bottom-UP

Contrairement a TOP-DOWN, les nanoparticules dans le BOTTOM-UP sont souvent
formées a partir de substances relativement simples, comme des ions métalliques. Ces
substances sont ensuite soumises a des approches chimiques et biologiques pour former des

Nps (ljaz et al., 2020). Les deux approches peuvent étre caractérisées de la maniére suivante :

a - Méthode chimique : Les méthodes de synthése chimique ont été couramment utilisées dans
la synthése des nanoparticules. Parmi ces méthodes on cite : la réduction chimique, pyrolyse,
méthode sol-gel, microémulsion, synthése de polyols, synthese thermique de I'eau, dép6t
chimique en phase vapeur... Ce processus de synthése implique 1’utilisation des produits
chimiques et des réactifs dangereux ce qui conduit a la génération de sous-produits nocifs pour
I'nomme et I'environnement. Par conséquent, ce type de nanoparticules est particulierement
limité aux applications biologiques comme l'administration ciblée des médicaments et le

traitement du cancer (Patil et Rajkuberan, 2020).

b- Méthode biologique : La synthese des NPs par une voie biologique constitue une méthode
alternative aux méthodes chimiques et physiques en raison de ses avantages écologiques et
économiques. Cette méthode est considérée comme simple, propre, durable et économique. Elle
permet de produire des NPs avec une haute densité, une bonne stabilité et solubilité dans 1’cau,
grace a une grande variété de ressources biologiques telles que des bactéries, des champignons,
des extraits de plante, des vitamines et des acides aminés en utilisant des filtrats de culture
contenant des microorganismes capables de tolérer les métaux et de se développer dans des
conditions environnementales extrémes, a la fois extracellulaires et intracellulaires, en tant
qu’agents réducteurs (Patil et Rajkuberan, 2020 ; Ferdous et Abderrahim, 2020). Selon ljaz
et al., (2020), les enzymes réductases qui sont présentes dans le micro-organisme jouent un role
vital dans la réduction des sels métalliques en nanoparticules, grace auxquelles ces

microorganismes ont la capacité d’accumuler et de détoxifier les métaux lourds.

@ Utilisation des plantes dans la synthese des NPs : récemment, la phytotechnologie
offre de nombreux avantages a la synthése des NPs par rapport aux microorganismes.
Commengant par 1’abondance des plantes et leur disponibilité dans le monde entier et
qui sont souvent plus économiques que les microorganismes en termes de codts de
production, car elles ne nécessitent pas d’ingrédients colteux pour leur culture. De plus,
les plantes sont relativement inoffensives et ne présentent généralement pas de risque

de contamination, alors que les microorganismes peuvent étre potentiellement
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dangereux. La synthese des nanoparticules métalliques peut se faire a partir de
différentes parties des plantes : les feuilles, les fruits, les tiges, les racines et leurs
extraits. La diversité des métaboliques dans les plantes telles que : les antioxydants, les
protéines, les vitamines, les alcaloides et les flavonoides joue un réle important dans le
processus de la réduction des sels métallique en nanoparticules (Jebril et al., 2021 ;
ljaz et al., 2020). Plusieurs facteurs peuvent influencer le taux de production des
nanoparticules, leur quantité et leurs caractéristiques notamment : la nature de I’extrait
végetal, sa concentration, la concentration du sel métallique, le pH de la synthese, la
température et le temps de contact de 1’extrait avec les sels métallique (Mittal et al.,

2013).

1.2.4. Les nanoparticules de SnO:

Les nanoparticules de SnO2 ont connu une popularité croissante ces derniers temps. Ces
NPs métalliques du groupe 14 peuvent se présenter sous plusieurs formes, telles que la phase
tétragonale de rutile sous forme de cristallite ou des quasi-sphéroidales et sphériques. En raison
de leurs propriétés physiques, chimiques, optiques et médicinales intéressantes, ces

nanoparticules sont largement utilisées dans de nombreux domaines (Ahmad et al., 2021).

1.2.4.1. Application biologique des nanoparticules de SnO2
Il a été rapporté que les NPs de SnO» synthétisées par la méthode verte présentaient des

propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, et antibiofim (Gebreslassie et Henok, 2021).

Activité antioxydante : I’activité antioxydante des nanoparticules de SnO> est basée sur la
réduction du 1,1-diphényl-2-picrylhy-drazyl (DPPH).Les chercheurs ont rapporté 1’activité
antioxydante des Nps de SnO> biosynthétisées en utilisant 1’extrait de feuilles de Cleistanthus
Collinus. L’activité antioxydante des Nps de SnO a augmentée avec 1’augmentation de la
concentration des Nps de SnO; et le temps de réaction. Ces chercheurs ont également suggéré
que l’activité antioxydante présentée par SnO2 peut étre attribuée a la capacité des Nps de SnO:
a transférer les électrons vers les radicaux libres situés au niveau de 1’atome d’azote du DPPH

(Gebreslassie et Henok, 2021).

Activité antibiofilm : les communautés microbiennes encapsulées dans une matrice de
substances polymeres extracellulaires (EPS) forment des biofilms trés complexes. Sur le plan
clinique, ces biofilms constituent une préoccupation majeure en raison de leur résistance
naturelle aux antibiotiques courants et aux systémes de défense de 1’héte. Ils sont considérés

comme étant responsables de 80 % des infections microbiennes chroniques.
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Les nanoparticules présentent une grande promesse dans le traitement des biofilms,
principalement parce qu’elles semblent ne pas étre affectées par les mécanismes de résistance
aux antibiotiques. Diverses nanoparticules métalliques ont été démontrées pour avoir des
activités antibactériennes et antibiofilm contre différents microorganismes en raison de leur
petite taille a 1’échelle nanométrique et leur grande surface. Les ratios volumétriques peuvent
étre utilisés pour réguler les propriétés physiques et chimiques des microorganismes
(Park et al., 2023).

Activité anti-microbienne : les nanoparticules de SnO; présentent une activité
antimicrobienne prometteuse contre divers micro-organismes. Des recherches ont révélé leur
capacité a entraver la croissance et la survie de bactéries et de champignons tels que :
Escherichia coli et Candida albicans. L'efficacité des nanoparticules de SnO> varie selon le
type d'organisme ciblé, nécessitant une concentration plus élevée pour inhiber l'activité des
levures par rapport aux bactéries. La taille des nanoparticules de SnO; influence leur activité
antimicrobienne en permettant une plus grande surface de contact avec les micro-organismes
visés. Cette augmentation de la surface facilite une interaction plus étroite avec les micro-
organismes, permettant ainsi aux nanoparticules de déployer leur effet antimicrobien de

maniere plus efficace (Gebreslassie et Henok, 2021 ; Sagadevan et al., 2021).
1.2.4.2. Mécanisme antimicrobien des nanoparticules de SnO:2

Le mécanisme exact par lequel les nanoparticules ont un effet létal sur les bactéries est
encore 1’objet de discussions. Toutefois, les propriétés physiques des nanoparticules,
notamment leur petite taille, leurs différentes formes et leur grande surface spécifique, ont
conduit a des études sur leur potentiel antibactérien en raison de leur capacité a interagir
efficacement avec les bactéries (Sharmin et al., 2021). Les nanoparticules de SnO; ont été
démontrées comme étant efficaces contre une large gamme de micro-organismes tels que les
bactéries, les champignons et les virus. L’activité antibactérienne des nanoparticules de SnO2
peut étre influencée par différents parametres, notamment la taille des particules, I’agent de
protection utilisé pendant la synthése et la morphologie des nanoparticules. L’effet bactéricide
de ces agents peut étre attribué a leur grande surface de contact avec les bactéries, laquelle est
proportionnelle a la concentration de nanoparticules dans la solution. Cette propriété leur
permet d’interagir plus efficacement avec la membrane cellulaire et d’inactiver les bactéries
(Matussin et al., 2020 ; Sagadevan et al., 2021). Trois mécanismes d’action des nanoparticules

de SnO; ont été proposes pour expliquer leur activité antimicrobienne (Figure 3):
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- La formation d’espéces réactives de I’oxygene (ROS) : ’accumulation des nanoparticules
de SnO; a la surface de la membrane cellulaire des bactéries crée des conditions propices a la
génération de ROS (radicaux libres oxygénés) qui interagissent avec la membrane cellulaire,
perturbent sa perméabilité et entrainent la mort cellulaire des bactéries (Gebreslassie et Henok,
2021).

- L’interaction des nanoparticules avec les bactéries : les nanoparticules de SnO ont la
capacité de pénétrer a travers la membrane externe et la paroi cellulaire des bactéries grace a
une interaction électrostatique. Une fois a I’intérieur de la cellule, elles peuvent inactiver les
fonctions cellulaires nécessaires a la survie de la bactérie ce qui exprime leurs effet bactéricide
(Gebreslassie et Henok, 2021 ; Sagadevan et al., 2021).

- L’inactivation des enzymes bactériennes: d’autres ¢tudes ont également suggéré que les
nanoparticules de SnO2 peuvent interagir avec les enzymes bactériennes suite a leur adsorption
sur la surface de la cellule bactérienne, ce qui entraine une déshydrogénation et une production
de peroxyde d’hydrogéne qui inactivent les enzymes. Selon les travaux de Khan et al.,(2018),
la libération d’ions Sn** et Co?" est responsable des dommages infligés a I’ADN et aux
mitochondries bactériennes, entrainant 1’inactivation des enzymes et finalement la mort

cellulaire (Gebreslassie et Henok , 2021 ; Matussin et al., 2020).

Nanoparticules ... +  Génération de ROS
Dommages a ¥ *
e o»
-  po
v Perturbation de la
. . r I Perturbation paroicellulaire
Libération d’ions o " ; . =RTTAE
Dénaturation
* des protéi
¢ Inhiberla 0 B
replication
deL’ADN . .
Interaction physique avec la paroi cellulaire 0 '..
Internalisation dans la cellule

Figure 3 : Mécanisme d’action des nanoparticules de SnO2 (Wahid et al., 2017).
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1.3. Présentation de la plante étudiée

Au cours de la derniére décennie, les systéemes de médecine traditionnelle sont devenus un sujet
d’importance mondiale. Les estimations actuelles suggérent que, nombreux pays en
développement dépend fortement des plantes médicinales pour répondre aux besoins de soins
de santé en raison de leur origine naturelle, de leurs faibles effets secondaires et leur efficacité
dont, le genre Citrus. Ce genre appartient a la famille des Rutaceae, cultivée dans les climats
tropicaux et subtropicaux d’Asie et dans la région méditerranéenne ou elle fait partie des plantes
médicinales les plus importantes (Sania et al., 2020). Le Citrus limon (citron) est un arbre
atteignant 2,5-3 m de hauteur avec des feuilles de couleur vert foncé persistantes et lancéolées
qui mesurent de 6,5 a 10 mm et sont disposées sur la tige de maniére alternée. Les fleurs
bisexuées sont blanches avec une teinte violette sur les bords des pétales, axillaires, rassemblées
en petits groupes. Le fruit est une baie verte de différentes formes et tailles, a la surface lisse et
spongieuse, qui devient jaune en mdrissant. Sa pulpe est acide, son écorce est épaisse et contient
une essence a I’odeur caractéristique. Ce fruit est une source importante d’acide ascorbique
(vitamine C), de minéraux, d’acide citrique, d’huiles essentielles et de flavonoides, ce qui en

fait I’une des plus importantes sources de médicaments (Goetz, 2014 ; Sania et al., 2020).
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I1. Matériel et méthodes

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel végétal : la récolte des feuilles fraiches de Citrus limon a été effectuée en mois
de Février d'un jardin privé situé dans la région de Ksar EI Boukhari de la wilaya de Médéa.
Tandis que, les fruits de citron ont été achetés a partir de la méme région au mois de Mars 2023.

11.1.2. Matériel microbiologique : I’étude a été réalisée sur cinq souches bactériennes
appartenant a la collection ATCC (American Type Culture Collection). Il s’agit de deux
souches bactériennes a Gram négatif : Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027) et trois souches bactériennes a Gram positif : Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes (CIP 82110) et Staphylococcus aureus (ATCC 6538) obtenue du groupement
SAIDAL MEDEA.

11.2. Méthodes
11.2.1. Préparation des poudres des feuilles et des fruits de C. limon :

Les feuilles de Citrus limon ont été préalablement rincées a trois reprises avec l'eau du
robinet afin d'éliminer les impuretés telles que le sable et les débris, puis lavées avec de I'eau
distillée. Elles ont ensuite été séchées a l'air libre pendant 20 jours a une température ambiante

avant d'étre broyées en poudre (Figure 04).

Figure 4 : Feuilles de Citrus limon aprés séchage et broyage en poudre fine.
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Les fruits de Citrus limon ont été soigneusement nettoyés en les ringant trois fois avec
de I'eau du robinet pour éliminer les impuretés telles que le sable et les débris, puis lavés avec
de I'eau distillée. Ensuite, la partie jaune des écorces a été rapée puis séchée a l'air libre pendant

10 jours & une température ambiante avant d'étre broyée en une fine poudre (Figure 05).

I1.2.2. Préparation de I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de Citrus limon

Pour préparer l'extrait hydro-éthanolique des feuilles de Citrus limon, nous avons
mélangé 80 g de poudre de feuilles avec 400 ml d'éthanol 70°. Le mélange a été agité a I’abri

de la lumiére pendant 24 heures a I'aide d'un agitateur a tige hélice (Figure 6).

Figure 6 : Agitation de I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de Citrus limon.
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Ensuite, la solution obtenue a ét¢é filtrée a 1’aide d’un papier whatman N°1 pour éliminer tout
résidu. L'extrait hydro-éthanolique obtenu a été conservé dans un flacon en verre bien emballé

dans du papier d'aluminium et stockeé au réfrigérateur (Figure 7).

Figure 7 : Filtration et conservation de I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de Citrus

limon.

I1.2.3. Préparation de I’extrait hydro-éthanolique du zeste de Citrus limon
Pour préparer un extrait hydro-éthanolique du zeste de Citrus limon, nous avons
mélange 40 g de poudre de zeste avec 200 ml d'éthanol a 70 °. Le mélange a été agité pendant

24 heures a l'aide d'un agitateur a tige hélice (Figure 8).

15



Matériel et Méthodes

Figure 8 : Agitation de I’extrait hydro-éthanolique du zeste de Citrus limon.

Ensuite, la solution obtenue a été filtrée a travers un papier whatman N°1 pour éliminer
tout résidu. L'extrait hydro-éthanolique du zeste de Citrus limon obtenu a été conservé dans un
flacon en verre soigneusement enveloppé avec du papier d'aluminium, puis stocké au
réfrigérateur (Figure 9).

Figure 9 : Filtration et conservation de I’extrait hydro-éthanolique du zeste de C.limon.

16



Matériel et Méthodes

11.2.4. Biosynthése des nanoparticules d’oxyde d’étain (SnQ2)

Les deux extraits hydro-éthanoliques des feuilles et du zeste de Citrus limon ont été
utilisés pour la synthése des nanoparticules de SnO,. Pour cela, un volume de 25 ml de chaque
extrait hydro-éthanolique a été ajouté a 250 ml d’une solution de Chlorure d’étain SnCl» (0,2M)
de couleur blanche. Puis, le mélange a été agité pendant une heure. Suivie par une ébullition
jusqu’a un séchage total. En dernier temps une calcination a 400°C pendant 2 heures a été

effectuée afin d’éliminer tous les résidus organique et inorganiques (Figure 10).

Extrait hydro-éthanolique des Solution Chlorure d’étain
0,2M (250ml)

Nps de SnOz2 des feuilles
de C. limon

Nps de SnO2du zeste de
C.limon

Figure 10 : Protocole de la synthese des nanoparticules de SnO: a I’aide des extraits
hydro-éthanoliques des feuilles et du zeste de Citrus limon.

17




Matériel et Méthodes

11.2.5. Evaluation de [I’activit¢é antimicrobienne des nanoparticules de SnO:
biosynthétisées a I’aide des extraits hydro-éthanoliques des feuilles et du zeste de
Citrus limon

L’activité antimicrobienne des nanoparticules de SnO: biosynthétisées utilisant des
extraits hydro-éthanoliques des feuilles et du zeste de Citrus limon, a été réalisée par laméthode
de diffusion en puits sur milieu gélosé. Cette technique consiste a déterminer les zones

d’inhibition autour des puits.

11.2.5.1. Evaluation de I’activité antibactérienne des nanoparticules de SnO>

L’activité antibactérienne des nanoparticules de SnO. biosynthétisées a I’aide des
extraits hydro-éthanolique a été évaluée vis-a-vis des souches bactériennes de référence. Il
s’agit de deux souches bactériennes a Gram négatif: Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) et trois souches bactériennes a Gram positif : Bacillus
subtilis, Listeria monocytogenes (CIP 82110) et Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

Pour cela, des cultures bactériennes pures ont été repiquées en bouillon Mueller-Hinton
et incubées pendant 24 h a 37°C. A partir de ces suspensions bactériennes jeunes des
suspensions d’une absorbance de 0,08-0,13 a 625 nm (équivalente a 0,5 McFarland) ont été
préparees. Par la suite, un ensemencement par écouvillonnage, en tournant a chaque fois la boite
d’environ 60°, de telle sorte a assurer une distribution homogene de ces suspensions
bactériennes, a été effectué sur des boites de Pétri préalablement coulée avec une gélose Muller-
Hinton semi-solide. Ensuite, des puits de 6 mm de diamétres ont été introduits dans cette gélose
a I’aide d’une pipette Pasteur stérile. Ces puits ont été remplis avec 40 pul de par des différentes
concentrations de nanoparticules de SnO. (1, 2,5, 5, 10, 25, 50, 75 et 100 mg/ml). La
gentamicine (GEN) a été utilisée comme un contr6le positif.

Ces boites de Pétri sont mises au réfrigérateur pendant 2 h, puis incubées a 37°C pendant

24 h. Apres incubation les diamétres des zones d’inhibition autour des puits ont été mesurés.
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Résultats et discussion

Dans cette étude, nous avons tout d'abord préparé deux extraits hydro-éthanoliques des
feuilles et du zeste de Citrus limon. En utilisant ces deux extraits, une biosynthese des
nanoparticules d'oxyde d'étain (SnOz) a été realisée. Par la suite, I’activité antibactérienne et

antifongique de ces nanoparticules a été étudiée.

I11.1. Evaluation du rendement de ’extraction hydro-éthanolique des feuilles et du
zeste de C. limon

L’extraction hydro-éthanolique des feuilles et du zeste de C. limon est une étape
indispensable pour la synthése des nanoparticules de SnO,, car elle permet de récupérer les
biomolécules présentes dans ces parties de la plante. Ces biomolécules jouent un rdle important
dans la synthése des nanoparticules de SnOa, car elles agissent en tant qu'agents réducteurs,
facilitant la conversion des précurseurs en nanoparticules de SnO,. En tant qu'agents
stabilisants, elles empéchent I'agrégation des particules et assurent leur stabilité tout au long du

processus de synthese (Jebril et al., 2021 ; ljaz et al., 2020).

Le rapport de la masse de I’extrait brute obtenu sur la quantité de la poudre végétale

utilisée est défini comme étant le rendement de I’extraction exprimé en pourcentage (R %).

Maszze dela poudre végétale

Rendement (R %) - Mazze de la substance extraite X 100 i
1
1

L’extrait hydro-éthanolique des feuilles de C. limon a donné un rendement de 5,6
% tandis que, I’extrait hydro-éthanolique de zeste de C. limon a montré un rendement de
12,18 %. Les rendements de ces deux extraits hydro-éthanoliques sont inférieur a ceux obtenus
par Muthiah et al., (2012) qui ont trouvé un rendement de 22,67 % pour I’extrait
hydro-éthanolique des feuilles de C. limon et un rendement de 20,52 % pour ’extrait
hydro-éthanolique du zeste de la méme récoltée en juin en Inde. Cette différence peut étre
attribuée a plusieurs facteurs notamment les conditions environnementales, la technique
d’extraction utilisée, la température du séchage, la période de la récolte et 1’dge du matériel

vegétal (Mbarek et al., 2011).
I11.2. Evaluation visuelle de la biosynthése des nanoparticules de SnO:

La biosynthese des nanoparticules de SnO- a été réalisée avec succes en utilisant les

extraits hydro-éthanoliques des feuilles ou de zeste de C.limon. Une solution jaunatre a été
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observée apres 1’ajout des extraits hydro-éthanoliques a la solution de SnCl; qui était au départ

d’une couleur blanchatre (figure 11).

(A) (B)

Figure 11 : Les résultats des différentes étapes de la biosynthése des nanoparticules de

SnO:2 a partir : (A) extrait des feuilles (B) extrait de zeste de C.limon.

Dans une étude menée par Bhosale et al., (2018), la variation de couleur de la solution de
SnCl; a été considérée comme un indice de la biosynthese des nanoparticules de SnO.. Ils ont
démontré que ce changement de couleur était associé a la formation des nanoparticules. Dans
une autre étude menée par Siddique et al., (2022), la formation des nanoparticules de SnO> en
utilisant un extrait de graines de Caesalpinia bonduc et le sel de Chlorure d’étain (SnCl,) a été
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confirmeée par un changement de couleur de la solution, passant du vert pale au marron foncg,
accompagne d'une turbidité . De méme, dans une étude menée par Elamin et al., (2023), la
synthése des nanoparticules de SnO2 a éte confirmée par la formation d'un précipité jaune péle.
Par ailleurs, la synthese des nanoparticules de SnO- a partir d'un extrait aqueux des racines de
Chrysopogon zizanioides a été confirmée dans I'é¢tude de Lingaraja et al., (2023) suite a un

changement de la coloration de la solution, passant du blanc au marron.

Ces observations suggérent que différents facteurs peuvent influencer la couleur résultante
lors de la synthése des nanoparticules de SnO, tels que les réactifs utilisés, les conditions de
réaction et les précurseurs spécifiques. Les extraits de plantes contenant des métabolites
secondaires, tels que les phénols, les flavonoides, les tanins, les saponines, les terpénoides et
les glucides, jouent un rdle essentiel en agissant comme agents réducteurs et stabilisants dans
la biosynthese des nanoparticules (Gebreslassie et Henok, 2021). Ces biomolécules peuvent
réduire les ions métalliques d'étain (Sn?*) pour les transformer en étain métallique (Sn°).
Ensuite, par un processus ultérieur d'oxydation, I'étain métallique (Sn°) peut étre converti en

nanoparticules d'oxyde d'étain (SnO2) (Sagadevan et al., 2021).
I11.3. Activité antimicrobienne des nanoparticules de SnO2

Apreés avoir confirmée la synthése des nanoparticules de SnO> biosynthétisées a 1’aide
des extraits hydro-éthanoliques de feuilles et de zeste de C. limon, leur activité antimicrobienne

a été évaluée vis-a-vis différentes souches bactériennes de référence.
111.3.1.Activité antibactérienne des nanoparticules de SnO2

L'activité antibactérienne des deux types de nanoparticules de SnO; biosynthétisées a
I’aide des extraits hydro-éthanoliques de feuilles ou de zeste de C. limon a été évaluée par la
méthode de diffusion en puits vis-a-vis de cing souches bactériennes référencées, a savoir
Escherichia coli (ATCC 8739) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) en tant que bactéries
a Gram négatif, ainsi que, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (ATCC 6538), et Listeria
monocytogene (CIP 82110) en tant que bactéries a Gram positif. La gentamycine a été utilisée

comme un contrdle positif.

L’effet antibactérien des nanoparticules de SnO, synthétisées utilisant I’extrait des
feuilles était plus puissant que les nanoparticules de SnO; synthétisées a 1’aide de ’extrait du
zeste. Une activité antibactérienne des deux types de nanoparticules de SnO> a été enregistrée
contre deux souches bactériennes a Gram négatifs a des concentrations allant de 1 a 100 mg/ml,

notamment P. aeruginosa de 13 mm a 27 mm pour les nanoparticules de SnO2 synthétisées a
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partir de I’extrait hydro-éthanolique des feuilles et de 10 mm & 15 mm pour les nanoparticules
de SnO; synthétisées a partir de 1’extrait hydro-éthanolique du zeste. Pour E. coli, les diametres
d'inhibition étaient de 9 mm a 21 mm pour les nanoparticules de SnO; synthétisées a partir de
I’extrait hydro-éthanolique des feuilles et de 17 mm a 21 mm pour les nanoparticules de SnO>

synthétisées a partir de 1’extrait hydro-éthanolique du zeste.

Une souche a Gram positif, B. subtilis, a montré une sensibilité au NPsSnO; synthétisées
avec des diameétres d'inhibition de 18 mm a 25 mm pour les NPsSnO; synthétisées a partir de
I’extrait hydro-éthanolique des feuilles et de 12 mm a 25 mm pour les nanoparticules de SnO>
synthétisées a partir de I’extrait hydro-éthanolique du zeste. Tandis qu’aucune activité n’a été

remarquée contre S. aureus et L. monocytogenes (Figures 12, 13 et tableau 2).

Les cing souches bactériennes ont montré une sensibilité a la gentamycine. Les souches
a Gram négatif étaient les plus sensibles avec des diametres de 30 mm pour E. coli et de 34 mm
pour P. aeruginosa, tandis que des diameétres de 36 mm, 30 mm et 28 mm ont été enregistrés
respectivement chez B. subtilis, S. aureus et L. monocytogenes, respectivement. (Figure 14,
tableau 2).

Tableau 2 : Résultats de I’activité antibactérienne de NPs SnOzet de la gentamycine.

Zones d’inhibitions (mm)

SnO; synthétisé a partir d’extrait des SnO; synthétisé a partir | Gent

feuilles d’extrait des de zeste
Concentration 100 | 75 50 25 10 5 25 | 100 | 75 50 25 1

(g/ml)

E. coli 21 1 21 20 | 15 9 / / 21 20 17 |/ 34

P. aeruginosa 27 | 26 4 23 19 | 15 14 | 13 | 15 14 | 125 10 | 30

B. subtilis 25 | 22 | 20 | 18 / / / 25 | 22 20 112 | 36
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Figure 12 : Activité antibactérienne des nanoparticules de SnO2 synthétisées a I’aide de
I’extrait hydro-éthanolique du zeste de C. limon.

Figure 13 : Activité antibactérienne des nanoparticules de SnO2 synthétisées a I’aide de
P’extrait hydro-éthanolique des feuilles de C. limon.

Les résultats de la présente étude, nous ont permis de suggérer 1’existence d’une activité

antibactérienne des Nps de SnO: vis-a-vis les souches bactériennes E. coli, P. aeruginosa et B.
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subtilis. Dans une étude réalisée par Merlin et al., (2018), il a été démontré que les
nanoparticules de SnO; synthétisées par l'utilisation de I'extrait éthanolique de la plante S.
rebaudiana présentaient une activité importante contre des bactéries a Gram positif dont S.
aureus et contre les bactéries a Gram négatif dont K. pneumoniae. Une autre étude menée par
Rajeswari et al., (2019) a signalé une activité antibactérienne des nanoparticules de SnO;
contre E. coli et S. aureus, avec des zones d'inhibition de 22 mm et 18 mm respectivement, a

une dose de 100 pg/ml.

En revanche, Nathan et al., (2018) et Htoo et al., (2021) ont constaté que les NPs de
SnO- présentaient une bonne activité antibactérienne contre les bactéries & Gram positif par

rapport aux bactéries a Gram negatif.

Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Siraj et al., (2021) et Nuha et
al., (2023), ou les NPs de SnO; se sont revélées plus performantes contre les bactéries & Gram

négatif (E. coli et P. aeruginosa) que contre les bactéries a Gram positif (S. aureus).

La différence dans la structure de la paroi cellulaire des bactéries est due a la composition
de celle-ci. Les bactéries Gram-positives possédent une couche épaisse de peptidoglycane qui
contient des acides teichoiques et lipoteichoiques, les rendant plus résistantes a l'infiltration des
nanoparticules de SnO.. En revanche, les bactéries Gram-négatives ont une fine couche de
peptidoglycane et une membrane externe qui contient des lipopolysaccharides, des
phospholipides et des protéines plus souples, facilitant ainsi I'entrée des nanoparticules
(Seyedeh et al., 2015). L'efficacité accrue des nanoparticules de SnO2 contre les bactéries
Gram-négatives peut étre attribuée a la présence de phospholipides et de lipopolysaccharides,
créant une surface fortement négative. Cette surface négative offre des sites de liaison pour les
cations d'étain (Sn?*), favorisant ainsi lI'accumulation d'une concentration plus élevée de Sn?* a
la surface des bactéries. Cela entraine des dommages a la membrane externe des bactéries et
provoque la rupture des bactéries Gram-négatives (Seyedeh et al., 2015 ; Sirajul et al., 2021).

Selon Sagadevan et al., (2021), plusieurs facteurs peuvent influencer [l'activité
antibactérienne des nanoparticules de SnO,, notamment la taille des nanoparticules, I'agent de
revétement utilisé lors de la synthése des nanoparticules, ainsi que la morphologie des
nanoparticules. La différence dans la puissance de I'effet antibactérien des nanoparticules de
SnO- entre les bactéries Gram-négatives et Gram-positives peut étre attribuée aux variations
dans la force électrostatique de leur surface, a la composition et a la structure de leur paroi
cellulaire (Din et al., 2022 ; Seyedeh et al., 2015).
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Conclusion

Notre étude qui porte sur la biosynthese des nanoparticules de SnO2 en utilisant des
extraits hydro-éthanoliques provenant des feuilles et du zeste de Citrus limon, ainsi que
I'évaluation de leur activité antimicrobienne a revelée des résultats significatifs. L ’extraction a
été réalisée par la méthode de macération en utilisant 1’éthanol comme solvant. Cette méthode
d’extraction a montré un rendement du zeste plus élevé par rapport a celui des feuilles de C.

limon.

La synthese des nanoparticules de SnO> a été couronnée de succes en utilisant les deux
extraits hydro-éthanoliques, bien que I'extrait hydro-éthanolique du zeste de C. limon présente
une activité antioxydante plus prononcée que celle des feuilles. Le changement de couleur du
blanc au jaune au cours de la synthese indique que les deux extrais sont capable de réduire les

molécules de SnCl, en SnO-.

L'étude de l'activité antibactérienne des deux types de nanoparticules biosynthétisées a
révélé la sensibilité des souches a Gram négatif E. coli et P. aeruginosa, ainsi que la souche a
Gram positif B. subtilis, et la résistance de S. aureus et L. monocytogenes. Les nanoparticules
de SnO2 synthétisées a partir des feuilles ont démontré une activité antibactérienne plus robuste

que celles synthétisees a partir du zeste.

Dans le cadre des perspectives futures, plusieurs aspects méritent d'étre approfondis. Il

serait ainsi pertinent de compléter cette étude en :
@ Caractérisant les nanoparticules de SnO. (FT-IR, DRX, UV/vis solide, MEB...).

® Evaluant I'activité antiparasitaire, antivirale, antibactérienne et antifongique sur d'autres

souches.

@ Réalisant une évaluation de I'activité antibactérienne des nanoparticules de SnOzin vivo
et en évaluant leur toxicité, afin de déterminer leur potentiel en tant qu'alternative aux

antibiotiques.

@ Déterminant les tests de CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) et de CMB

(Concentration Minimale Bactéricide) sur différentes souches.

@ Evaluant I'activité antibiofilm des souches testées.
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En explorant ces aspects supplémentaires, une meilleure compréhension des propriétés
des nanoparticules de SnO- biosynthétisées et de leur potentiel en tant qu'agents
antimicrobiens sera obtenue, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives dans le développement
de traitements alternatifs aux antibiotiques, leur utilisation dans les domaines alimentaires
comme des conservateurs, dans I’emballage et dans le domaine environnemental comme des

détergents ou dans le traitement des eaux usées.
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