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Résumé

Le présent travail s’inscrit dans une démarche de valorisation biotechnologique des
nanoparticules naturelles et biosynthétisées, a travers une comparaison de leurs propriétés
physico-chimiques et leurs effets biologiques. L’ocre rouge, source naturelle d’oxyde de fer, a
été traitée selon deux procédés (lavée non calcinée et lavée calcinée), tandis que les
nanoparticules biosynthétisées ont été élaborées en utilisant 1’extrait aqueux de Rosmarinus
officinalis .L par voie verte.

L’extrait aqueux de romarin a été analysé pour sa composition en polyphénols totaux
(415,86 + 8,45 mg EAG/g) et en flavonoides (344,81 +3,46 mg EQ/g), révélant une activité
antioxydante notable (ICso= 16,7 pg/ml). Les trois types de nanoparticules ont été caractérisés
par spectroscopie FTIR et FRX, mettant en évidence une forte cristallinité de 1’hématite aprés
calcination de l’ocre et des NPs, avec un rendement de Fe.Os atteignant 83 % pour les
nanoparticules biosynthétisées.

L’évaluation de I’activité antibactérienne a démontré une efficacité marquée de 1’ocre naturelle
et de I’ocre calcinée contre les souches Gram®, en particulier Staphylococcus epidermidis (zone
d’inhibition de 28,5 mm a 20 mg/ml), tandis que les NPs biosynthétisées n’ont présenté aucune
activité a différentes concentrations.

Les cremes topiques incorporant les trois types de nanoparticules ont été formulées puis
évaluées. Celles a base d’ocre naturelle ont montré la meilleure homogénéité et un pH proche
de celui de la peau (=6), suivies des formulations a base d’ocre calcinée, caractérisée par un pH
plus basique (9,07). En revanche, la créme contenant les nanoparticules biosynthétisées
présentait un pH plus acide (4,9) et une faible viscosité, reflétant une stabilité physico-chimique
a court terme.

Ainsi, I’ocre naturelle et I’ocre calcinée se sont distinguées par leur forte activité antibactérienne
et leur capacité a se disperser dans les formulations topiques, tandis que les nanoparticules
biosynthétisées nécessitent une optimisation de leur taille, de leur dispersion et de leur
concentration afin de révéler pleinement leur potentiel.

Mots clés : Ocre rouge, Oxyde de fer, Rosmarinus officinalis, Activité antibactérienne, Creme
topique




Abstract

The present work is part of a biotechnological valorization approach of natural and
biosynthesized nanoparticles, through a comparison of their physicochemical and biological
effects. Red ochre, a natural source of iron oxide, was prepared using two processes (washed
and calcined), while the biosynthesized nanoparticles were produced using an aqueous extract
of Rosmarinus officinalis via a green route.

The aqueous rosemary extract was analyzed for its total polyphenol content (415.86 + 8.45 mg
GAE/g) and flavonoids (344.81+3.46 mg QE/g), revealing notable antioxidant activity
(ICso=16.7 ug/mL).The three types of nanoparticles were characterized by FTIR and XRF
spectroscopy, highlighting a strong hematite crystallinity after ochre calcination and NP
formation, with an Fe.Os yield reaching 83% for the biosynthesized nanoparticles.

The evaluation of antibacterial activity demonstrated a marked effectiveness of both natural and
calcined ochre against Gram-positive strains, particularly Staphylococcus epidermidis
(inhibition zone of 28.5 mm at 20 mg/mL), while the biosynthesized NPs showed no activity at
these concentrations.

Topical creams incorporating the three types of nanoparticles were formulated and evaluated.
Those based on natural ochre showed the best homogeneity and a pH close to that of the skin
(=6), followed by formulations with calcined ochre, characterized by a more basic pH (9.07).
In contrast, the cream containing the biosynthesized nanoparticles had a more acidic pH (4.9)
and low viscosity, reflecting more limited physicochemical stability.

Thus, natural and calcined ochre stood out for their strong antibacterial activity and their ability
to stabilize topical formulations, whereas biosynthesized nanoparticles require optimization of
their size, dispersion, and concentration to fully reveal their potential.

Keywords: Red ochre, Iron oxide, Rosmarinus officinalis, Antibacterial activity, Topical
cream.
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INTRODUCTION GENERALE




Introduction générale

Depuis les derni¢res décennies, la nanotechnologie s’est imposée comme un domaine central
de la recherche scientifiqgue moderne, notamment dans les sciences des matériaux, la médecine,
I’agroalimentaire et surtout la biotechnologie, ou elle offre des solutions innovantes pour
répondre a des enjeux biologiques, thérapeutiques et environnementaux. Cette discipline repose
sur 1’é¢tude, la manipulation et la conception de matériaux a [’échelle nanométrique,
généralement comprise entre 1 et 100 nanométres. A cette échelle, la matiére ne réagit plus de
la méme maniére que dans son état massif. Les lois classiques de la physique laissent place a
des effets quantiques, et la surface active des matériaux devient prépondérante par rapport a
leur volume total. Cette modification fondamentale des propriétés permet aux nanomatériaux
de présenter des comportements uniques, souvent absents a 1’échelle macroscopique
(Nasrollahzadeh et al. 2019).

Ces particularités ouvrent de vastes perspectives, notamment en biotechnologie, ou les
matériaux nanostructurés peuvent interagir plus efficacement avec les systemes vivants. Grace
a leur petite taille et a leur surface fonctionnalisable, les nanoparticules représentent aujourd’hui
des outils puissants pour améliorer la biodisponibilité, la stabilité ou encore la délivrance
contr6lée de substances thérapeutiques. Cela explique leur intégration croissante dans des
domaines tels que la dermatologie, la pharmacologie, la cosmétique, ou encore les systemes de
diagnostic (Harish et al. 2022).

Parmi les différents types de nanomatériaux étudiés, les nanoparticules métalliques occupent
une place de choix, en raison de leur grande réactivité, de leur stabilité chimique, et de leur
adaptabilité. Les nanoparticules d’oxydes métalliques (NOM) et tout particuliérement les
nanoparticules d’oxyde de fer sont considérées comme des candidats prometteurs pour de
nombreuses applications biologiques (Ezealigo et al. 2021).

L’hématite (a-Fe20s), forme cristalline stable de 1’oxyde ferrique, se distingue par sa structure
rhomboédrique, sa bonne résistance thermique, sa biocompatibilité relative et ses propriétés
intéressantes telles que le potentiel antioxydant et antimicrobien. De plus, les caractéristiques
magnétiques et la surface modifiable en font un matériau particuliérement adapté a I’ingénierie
biomédicale et a la formulation de produits actifs a usage topique (Muhajir, Puspitasari, et
Razak 2019).

L’¢laboration de ces nanoparticules de facon biocompatible peut étre réalisée selon deux
principales approches, I’une consiste a exploiter des ressources naturelles d’origine minérale,
contenant naturellement des composés ferriques, qui peuvent étre extraits, purifiés et traiteés.
L’autre s’appuie sur des procédés de biosynthese, utilisant des agents biologiques, souvent
vegétaux ou microbiens, pour réduire les ions métalliques et stabiliser les nanoparticules
formées. Cette méthode alternative, respectueuse de ’environnement, permet également
d’intégrer des composés bioactifs a la surface des particules, ce qui peut moduler leurs
interactions biologiques et renforcer leur efficacité dans certains contextes thérapeutiques
(Kazemi et al. 2023).

Ces deux approches conduisent a des produits nanométriques qui difféerent non seulement sur
le plan chimique et structural, mais aussi en termes de propriétés fonctionnelles. Les
dimensions, la cristallinité, la composition de surface, la stabilité colloidale ou encore la
réactivité biologique peuvent varier considérablement selon la voie de synthése utilisée. Ces
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différences peuvent s’avérer déterminantes lorsqu’il s’agit de choisir un type de nanoparticules
pour une application biotechnologique ciblée, en particulier dans des formulations destinées a
interagir directement avec des tissus vivants ou des systéemes physiologiques. (Mansoor et al.
2022)

C’est dans cette optique que s’inscrit le présent travail, qui a pour objectif de comparer deux
types de nanoparticules d’oxyde de fer élaborées selon deux voies distinctes, en mettant en
évidence leurs caractéristiques physico-chimiques, leurs performances biologiques, et leur
potentiel d’intégration dans des produits a visée biotechnologique. Il s’agit, a travers cette étude
comparative, de mieux comprendre comment les différences liées au mode de production
peuvent influencer la qualité et les activités biologiques des nanoparticules dans un contexte
d’application concrete.

En ce sens, elle contribue a une réflexion plus large sur la sélection rationnelle de nanomatériaux
dans le domaine des biotechnologies modernes, et sur la maniére d’optimiser leur utilisation
selon leurs origines, leurs propriétés et leurs interactions avec le milieu biologique.

Ce mémoire est porté a traiter trois chapitres :

Le premier chapitre est dédié aux généralités sur les nanoparticules métalliques. Il expose
leurs différents types, leurs propriétés physico-chimiques, ainsi que leurs principales sources,
en insistant sur les approches de synthese, notamment la synthése verte, et sur 1’utilisation de
sources naturelles. Ce chapitre met également en lumiére les domaines d’application
biotechnologique de ces nanoparticules.

Le deuxieme chapitre regroupe les matériels et les méthodes expérimentales employés dans
cette étude. Il détaille les procédés suivis pour la préparation et la caractérisation des
nanoparticules d’oxyde de fer, selon les deux approches choisies : naturelle et biosynthétisée.

Le troisieme chapitre présente les résultats obtenus ainsi que leur interprétation. Il compare
les performances des deux types de nanoparticules en lien avec leurs caractéristiques physico-
chimiques et leur potentiel d’application dans le domaine biotechnologique.

Enfin, nous achevons notre étude par une conclusion globale et I’exploration des perspectives.
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| Généralités
1.1 Généralités sur les nanoparticules d’oxyde métallique
1.1.1 Définition de nanoparticules d*oxyde métallique

Les nanoparticules d’oxydes métalliques (NOM) sont des particules inorganiques de structure
cristalline ou amorphe, dont au moins une dimension se situe dans la gamme nanométrique

(entre 1 et 100 nanometres).

Elles sont composées d’atomes métalliques associés a des atomes d’oxygene, formant des
oxydes métalligues aux propriétés physico-chimiques spécifiques. Leur petite taille leur confere
un rapport surface/volume élevé, une réactivité chimique accrue, et des propriétés physico-
chimiques uniques (optiques, magnétiques et catalytiques), différentes de leurs équivalents a
I’échelle microscopique. Ces caractéristiques peuvent étre ajustées par les méthodes de
synthese, la composition, la morphologie et la surface, ce qui les rend utiles dans divers
domaines tels que la catalyse, 1’énergie, la biomédecine, ou I’environnement (Stankic et al.

2016).

1.1.2 Classification de nanoparticules d'oxydes métalliques
1.1.2.1 Selon la nature chimique

Selon Schiopu et al, (2024), les nanoparticules d’oxydes métalliques peuvent étre classées
chimiguement en fonction du métal constituant I’oxyde. Cette classification, fondée sur la
nature chimique du métal de base, permet de distinguer plusieurs grandes catégories de NOM,

chacune présentant des propriétés physico-chimiques spécifiques (Schiopu et al., 2024).
1.1.2.2 Selon la structure et la morphologie

Les nanoparticules d’oxydes métalliques peuvent étre classees aussi selon plusieurs criteres,
notamment leur structure cristalline et leur morphologie. Sur le plan structural, elles peuvent
adopter des formes cristallines bien définies telles que 1’anatase, le rutile, I’hématite présentée

dans la figure 1, ou encore la structure spinelle.
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Sur le plan morphologique, elles se déclinent en diverses formes : sphériques, en tige, en étoile,
en tube, ou encore en feuille. Ces caractéristiques, influencées par les conditions de synthese,
peuvent étre contrdlées avec une grande précision grace aux avancées récentes en
nanotechnologie, permettant ainsi d’ajuster les propriétés des NOM a des applications
spécifiques (Khan et al. 2022).

Hematite
G-Fez°3

Hexagonal
(Rhombohedral)
unit cell

space group
R3¢

Figure 1: Structure cristalline de I’hématite (a-Fe20:) selon le systéme rhomboédrique
(Krehula et al. 2017)

1.1.3 Propriétés des nanoparticules d’oxydes métalliques

Les propriétés des NOM sont multiples et dépendent étroitement de la taille, la forme, la surface
specifique, la structure cristalline, 1’état d’agrégation, ainsi que des traitements de surface.

Parmi les plus importantes (Tableau I), on peut distinguer :

* Propriétés optiques : Les nanoparticules d’oxyde métallique possédent d’excellentes
propriétés optiques, telles qu’une forte absorption de la lumiére UV-visible et une
photoluminescence. Grace a leur taille nanométrique , leur bande interdite peut étre ajustée,
ce qui les rend utiles en photocatalyse, capteurs et optoélectronique (Lee, Jung, et Kim
2021).

* Propriétés magnétiques : en particulier pour les oxydes de fer (FesO4), qui peuvent
montrer un comportement superparamagnétique. Cette propriété est cruciale dans
I’imagerie par résonance magnétique (IRM), la séparation magnétique et la thérapie par

hyperthermie (Jin et al. 2014; Lee et al. 2025).



https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1471489214000940?via%3Dihub
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Propriétés catalytiques : les NOM sont souvent utilisées comme catalyseurs ou supports
catalytiques. Gréce a leur surface active et a leur structure électronique, elles accélérent les
réactions chimiques (réduction, oxydation et photocatalyse) dans les procédés industriels et

environnementaux (Fatimah et al, 2022; Tang et al, 2005).

Propriétés antibactériennes : Certains oxydes métalliques, tels que le ZnO, le MgO et le
Ti02, générent des especes réactives de I’oxygeéne (ROS) qui induisent des dommages aux
membranes cellulaires bactériennes, ainsi que 1’inhibition enzymatique et la protéolyse. Ces
mécanismes sont renforcés par la taille réduite des nanoparticules, ce qui facilite leur
interaction avec les cellules bactériennes et améliore leur efficacité antibactérienne
(Kadiyala, Kotov, et VanEpps 2018).

Propriétés photoprotectrices : les oxydes comme le TiO: et le ZnO absorbent et
réfléchissent les rayons UV, ce qui permet leur intégration dans les écrans solaires. Leur
efficacité dépend de leur taille (10-50 nm), de leur cristallinité et de leur dispersion dans la
matrice cosmétique. lls offrent une alternative efficace aux filtres organiques classiques qui

peuvent provoquer des réactions allergiques ou environnementales (Nadar, 2011).

Tableau | : Les propriétés de NOM les plus couramment utilisés .

Oxyde Propriétés principales Références

meétallique

ZnO Propriétés antibactériennes (Okeke et al, 2022)

TiO: Capacites photocatalytiques ,  (Chandoliya et al. 2024)

photoprotectrices et stabilité chimique

Fe:0:/Fe304 Propriétés magnétiques et catalytiques  (Jin et al, 2014; Lin et Ho
2014)

CuO Agent antibactérien et catalyseur redox (D, Peddi, et R 2017; Tang et
al, 2005)

CeO: Propriétés photocatalytiques (Tang et al, 2005)
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1.1.4 Sources naturelles de nanoparticules

Selon Griffin et al, (2017), les nanoparticules d’origine naturelle sont issues de maticres
premiéres renouvelables et abondantes. On les retrouve notamment dans certaines roches, sols,

microorganismes, ou encore dans des ressources végétales riches en composes bioactifs.

L’utilisation de ces sources permet de réduire I’impact environnemental des procédés de

synthese tout en tirant profit de la biodiversité naturelle.

» Sources végetales : de nombreuses plantes sont capables d’absorber et de concentrer les
ions métalliques dans leurs tissus, facilitant ainsi leur transformation en nanoparticules. Ces

plantes peuvent étre utilisées comme matiére premiére pour la synthese verte.

» Microorganismes : certaines bactéries, algues et champignons produisent naturellement
des nanoparticules métalliques comme mécanisme de défense ou de métabolisme. Ces
systemes biologiques peuvent étre explorés pour une production écologique a grande

échelle.

» Sources minérales naturelles : certains gisements minéraux, notamment les argiles
ferrugineuses, les ocres, les latérites et les roches volcaniques, constituent des sources

naturelles d’oxydes métalliques.
(Griffin et al. 2017).
L’ocre rouge

L’ocre rouge est une matiére minérale naturelle colorante, riche en oxydes et oxy(hydroxy)des
de fer, principalement la goethite (jaune) et I’hématite (rouge), a laquelle elle doit sa teinte
caractéristique. Le mot « ocre » vient du grec okhra (oypd), qui signifie « terre jaune ». Il
désigne un ensemble de roches pigmentaires naturelles ou transformées, aux couleurs allant du
jaune au rouge, pouvant provenir de terres argileuses, de mélanges ferrugineux ou de roches
altérées comme les grés glauconieux formés sous climat chaud et humide. Ces matériaux
contiennent souvent de la kaolinite et présentent des compositions variées, donnant lieu a des

propriétés mécanochimiques différentes (Salomon, Casseyas, et Jungels, 2015).

Selon charde et al. (2023), I’ocre rouge est utilisée depuis I’antiquité dans de nombreux
domaines : en tant que pigment naturel, en médecine traditionnelle (notamment ayurvédique)
6
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pour traiter I’anémie, 1’acidité gastrique, les inflammations ou les migraines, et comme soin
cutané grace a sa capacité a absorber les rayons UV. Elle est également employée dans la
assainissement de I’environnement et 1’archéologie. Sa bioactivité, souvent plus importante que
sa simple couleur, en fait de cette argile une matiere premiere précieuse, a la fois culturelle et
médicinale (Charde et al. 2023).

1.1.5 Les méthodes de synthése des NOM

La synthése des nanoparticules d’oxyde métallique peut se faire par des approches top-down
(réduction de taille) ou bottom-up (auto-assemblage d’atomes/molécules).

La synthése des nanoparticules peut s’effectuer par des méthodes physiques, chimiques ou
vertes, selon le type de matériau recherché et les conditions expérimentales, un schéma

récapitulatif de ces méthodes de synthése est présenté dans la figure 2.

Methods for synthesis
of nanoparticles
Physical

. & |

Electrochemical, Ultra
sonication, Laser ablation,

Etching, Mechanical milling,

Irradiation, Evaporation Laserablation, Spuiterios;
Cond;nsatlon ’ Green synthesis Thermal decomposition
[ Plants ] [ Microorganisms ]

1 1T 1

Figure 2 : Différentes méthodes de synthése des nanoparticules d’oxydes métalliques

(Khan et al, 2022).
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1.1.5.1 Les méthodes physiques

Parmi les méthodes physiques :

- La condensation dans un gaz inerte permet d’obtenir des nanoparticules pures en
évaporant un métal dans un four a tube, sous atmosphere neutre, puis en les condensant
(Alexandrescu et al, 2008).

- La pyrolyse laser repose sur la décomposition thermique d’un précurseur gazeux par un
faisceau laser, produisant des nanoparticules homogenes sans utilisation de solvants
(Alexandrescu et al, 2008).

- La pulvérisation cathodique consiste a bombarder une cible métallique avec des ions,
entrainant le dépdt d’atomes sur un support pour former des nanoparticules (Bahrulolum et
al., 2021).

- I’ablation laser pulsée utilise un faisceau laser pour vaporiser une cible solide et générer

des nanoparticules bien structurées (Bahrulolum et al. 2021).

1.1.5.2 Méthodes chimiques

Parmi les méthodes chimiques :

- La méthode sol-gel transforme une solution en un gel via hydrolyse et condensation, puis
en nanoparticules solides aprés chauffage (Popa et al, 2023).

- La co-précipitation repose sur la formation d’un hydroxyde métallique a partir de sels et
de base, suivi d’une calcination (Melang Me Nze, Fontaine, et Barbier, 2016)

- Lasynthese hydrothermale se fait en autoclave a haute température et pression on utilisant
un sel, permettant la formation de particules cristallisees aux morphologies bien définies
(Popa et al, 2023).

1.1.5.3 Les méthodes biologiques (biosynthese)

La biosynthése des nanoparticules est une méthode respectueuse de I’environnement qui utilise
des systemes biologiques, comme les extraits de plantes ou les micro-organismes pour produire
des nanoparticules. Ce procédé se distingue de la synthese chimique traditionnelle par I’absence
ou la réduction de solvants organiques toxiques, et par ’utilisation de conditions douces de

température et du pH (Bahrulolum et al. 2021).
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» La biosynthése par les micro-organismes
Certains micro-organismes (bactéries, champignons, etc.) produisent des nanoparticules en
réduisant les ions métalliques a 1’aide de leurs enzymes ou molécules actives. La synthése se
fait dans le milieu ou a la surface des cellules, assurant a la fois la réduction et la stabilisation.
(Bahrulolum et al, 2021).

> Biosynthése verte a partir de plantes

La synthése verte des nanoparticules repose sur l’utilisation d'extraits de plantes riches en
métabolites secondaires tels que les flavonoides, les polyphénols et les acides phenoligues. Ces
composés agissent comme réducteurs et stabilisants naturels. Des plantes comme le romarin, la
menthe, et le thé vert sont fréqguemment utilisées pour cette méthode. Le processus consiste a
mélanger ces extraits avec des précurseurs métalliques, suivi d'un traitement thermique pour
permettre la réduction des ions métalliques en nanoparticules (Elkhateeb, Atta, et Mahmoud
2024).

Rosmarinus officinalis.L (Le romarin)

Rosmarinus officinalis L, communément appelé romarin, est un arbuste vivace ligneux, relevé,
persistant et aromatique, atteignant jusqu’a 2m de hauteur et de largeur, avec des feuilles
linéaires type aiguilles, longues de 2-3 cm, dégageant une odeur mentholée caractéristique.
Classé dans la famille des Lamiaceae, ce genre est réputé pour ses tiges carrées et ses feuilles
opposées typiques des labiées. Naturellement originaire du bassin méditerranéen, le romarin
prospére en milieu ensoleillé, sur des sols bien drainés et secs, et tolére la chaleur et la
sécheresse typiques de cette région. Utilisé principalement comme plante aromatique en cuisine
et en phytothérapie, il est largement exploité pour ses huiles essentielles employées en
cosmétique, parfumerie ou comme conservateur alimentaire gradce a ses proprietés

antioxydantes, antiseptiques et antimicrobiennes (Datiles et Acevedo-Rodriguez, 2014).

I1 contient une forte concentration de métabolites secondaires tels que 1’acide rosmarinique, le
carnosol, I’acide caféique et divers flavonoides. Ces composés jouent un role essentiel dans la
réduction des ions métalliques (comme le Fe*") en nanoparticules grace a leurs propriétés

antioxydantes, tout en assurant leur stabilisation. Grace a sa disponibilité locale, son faible codt
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et sa compatibilité biologique, le romarin est un excellent agent pour la synthese verte de

nanoparticules (Farshchi et al, 2018).

1.2 Potentiel scientifique et industriel des nanoparticules

Les nanoparticules ont des applications variées et impactent plusieurs secteurs, avec une
utilisation particulierement marquée dans le domaine des biotechnologies et de la santé, mais
également dans des domaines tels que I'environnement, l'industrie et les cosmetiques (Xia,
Yang, et Campbell 2013).

1.3.1 Domaine des biotechnologies et de la santé
1.3.1.1 Traitement du cancer

La technique consiste a utiliser des nanoparticules d’or pour cibler les cellules cancéreuses,
assurant une thérapie précise et moins toxique, notamment par photothérapie et libération

contrblée de médicaments (Sultana et al, 2023).

1.3.1.2 Applications en diagnostic médical

Les nanoparticules métalliques (or, argent, zinc et oxyde de fer) améliorent le diagnostic
précoce des maladies comme le cancer et les infections virales grace a leurs propriétés optiques

et magnétiques, utiles en imagerie médicale avancée (Jouyandeh et al, 2022).
1.3.1.3 Activité antimicrobienne

Les NPs d'oxyde de zinc, d'argent et de cuivre jouent un réle clé en combinant des propriétés
antimicrobiennes puissantes et un effet photothermique activé par la lumiére infrarouge. Elles
permettent de détruire les bactéries, de rompre les biofilms et de favoriser la cicatrisation des
plaies infectées, tout en étant biocompatibles (Ye et al, 2023), en particulier les nanoparticules
d’oxyde de fer exercent une activité antibactérienne grace a leur action catalytique et a leur effet
photothermique. (Guo et al, 2022).

10
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1.3.2 Applications dans d'autres domaines
1.3.2.1 Environnement

Les nanoparticules magnétiques constituent une stratégie innovante et ciblée pour la dépollution
des milieux aquatiques, en permettant la capture sélective et I’extraction efficace des micro- et

nanoplastiques grace a I’application de champs magnétiques (Vohl, Kristl, et Stergar 2024).
1.3.2.2 Catalyseurs industriels

Les nanoparticules métalliques supportées sur des oxydes ou du carbone jouent un réle clé en
catalyse et électrocatalyse pour les technologies énergétiques. En maitrisant leur taille, forme
et interface avec le support, on améliore leur efficacité dans les réactions de conversion
d’énergie (Xia, Yang, et Campbell 2013).

1.3.2.3 Agriculture

Les nanoparticules, comme 1’oxyde de zinc (ZnO) et le dioxyde de titane (TiO-), offrent des
applications prometteuses en agriculture durable, le ZnO améliore le rendement et la résistance

des cultures en libérant progressivement des ions zinc, tandis que le TiO- favorise la croissance

des plantes (Sebesta et al. 2021).
1.3.2.4 Cosmétiques

Les nanoparticules métalliques, en particulier I’oxyde de zinc (ZnO) et le dioxyde de titane
(Ti0Oz2), occupent une place centrale dans le domaine des cosmétiques modernes grace a leurs
propriétés physico-chimiques uniques. Le ZnO et le TiO: agissent comme filtres UV efficaces,
capables d’absorber ou de réfléchir les rayons UVA et UVB, ce qui en fait des composants clés
dans la formulation des créemes solaires. Leur petite taille permet une application plus uniforme
sur la peau, offrant une protection discréte sans traces blanches visibles.

En plus de leur rdle photoprotecteur, ces nanoparticules possédent des propriétés
antimicrobiennes, ce qui les rend utiles dans des produits destinés aux peaux sensibles ou
sujettes a I’acné. On les retrouve également dans les fonds de teint, crémes hydratantes, anti-
age et soins réparateurs, ou elles contribuent a améliorer la texture, la stabilité et I'efficacité des
formules. De plus, leur capacité a interagir avec la lumiere et a générer des effets antioxydants

renforce leur intérét pour la protection contre le vieillissement cutané (Séby, 2021).
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Il. MATERIEL ET METHODES

11.1. Matériel

11.1.1 Matériel biologique et naturel

e Rosmarinus officinalis L (Romarin)
La plante sélectionnée pour notre étude est la Rosmarinus officinalis L. a été récoltée dans la
wilaya de BLIDA, précisément au Mont CHREA avec I’assistance de la population locale. La
récolte a été effectuée au début du mois de février 2025. La plante dans son milieu naturel, est

présentée dans la figure 3.

Figure 3: Rosmarinus officinalis au Mont Chréa (Blida, Algérie).

e Souches bactériennes

Staphylococcus aureus Gram positif
Staphylococcus epidermidis Gram positif
Escherichia coli Gram negatif
Pseudomonas aeruginosa Gram négatif

e Antibiotiques

CHLORDETRACYCLINE HCL
CLAMOXIPEN
GECTAPEN

e Matériel naturel (Ocre rouge)

L’ocre rouge utilisée dans cette étude provient d’un fournisseur local de produits naturels, qui

I’a collectée en Aout 2024 dans la région de Hassi Messaoud (wilaya de Ouargla , Algérie ).
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11.1.2 Matériel non biologique
Des réactifs chimiques de qualité ainsi qu’un appareillage performant ont été utilisés au cours

de cette étude. L ensemble du matériel est présenté en Annexe .
11.2. Méthodes
11.2.1 Préparation de la plante et extraction des composés bioactifs

Aprés la collecte, le romarin a été bien lavé et séché a I’ombre, comme montré dans la figure 4,
afin de préserver au mieux ses composés bioactifs. Une fois completement sec, il a été broyé a
I’aide d’un moulin électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre fine. La poudre obtenue a ensuite
¢été tamisée a l’aide d’un tamis de maille fine pour homogénéiser la granulométrie, puis
conservée dans un récipient hermétique, a I’abri de la lumiére, de I’humidité et de la chaleur,

jusqu’a son utilisation.

Figure 4: Le romarin avant sechage (a) et apres sechage a I’ombre (b)

Une quantité de 10g de la poudre obtenue a été ajoutée a 100 ml d’eau distillée. Le mélange a
ensuite €té soumis a une agitation modérée a 1’aide d’un agitateur magnétique pendant une

heure & 70°C, afin de favoriser I’extraction des composés hydrosolubles.

A la fin de cette étape, le mélange a été laissé refroidir & température ambiante, puis filtré a
’aide d’un papier Whatman n°1. L’extrait aqueux obtenu a été ensuite Séché dans une étuve a
40°C, c’est étapes sont exposés dans la figure. Pour permettre la détermination du rendement

d’extraction, 1’équation suivante a eté utilisé :

R%= 21 % 100
M2
Ou:

R : Rendement en (%).
M1 : Masse de I’extrait apres évaporation du solvant en (mg).
M2 : Masse séche de I’échantillon végétal en (mg).
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4

Broyage et
tamisage du
romarin

1

10g de
romarin+100ml
d'eau distillée

Agitation pendant 1h du mélange a 70 °C

v

~

Filtration avec papier Wattman n°1

4

Séchage dans I’étuve a 40°C et récupération de I’extrait dans de
I’eau distillée

Figure 5 : Schéma représentatif du protocole d’extraction de Rosmarinus officinalis.L.
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11.2.2 Dosage des composes bioactifs de I’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis L
11.2.2.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux de I’extrait préparé a été réalisé selon la méthode
colorimétrique de (Boizot et Charpentier 2006) avec quelques modifications, reposant sur
I’utilisation du réactif de Folin-Ciocalteu en milieu alcalin fourni par le carbonate de sodium
(N32C03).

Principe : Le réactif de Folin-Ciocalteu, composé d’acide phosphotungstique et
phosphomolybdique, est réduit par les polyphénols en oxydes bleus mesurables a 760 nm.
L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la concentration en polyphénols, et la
lecture est effectuée par spectrophotométrie UV-vis.

Mode opératoire : Une série de dilutions au demi (1/2) a été effectuée pour obtenir des
solutions d’acide gallique a différentes concentrations, allant de 1 a jusqu’a 0,0002 mg/mL,
ainsi qu’une solution de I’extrait aqueux a 1 mg/mL.

Un volume de 200 pL de I’extrait aqueux ou de la solution d’acide gallique a été mélangé avec
1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu préalablement dilué dix fois. Quatre minutes apreés le
mélange, 800 uL d’une solution de carbonate de sodium a 7,5 % ont été ajoutés.

A P’aide d’un spectrophotométre UV-vis, 1’absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a
760 nm, apres 2 heures d’incubation a température ambiante et a I’obscurité.

Une courbe d’étalonnage est réalisée dans les mémes conditions, a partir de solutions standards
d’acide gallique. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait sec (mg Eq AG/g).

11.2.2.2 Dosage des flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides de 1’extrait a ét¢ déterminée par la méthode colorimétrique au
chlorure d’aluminium (AICI), selon le protocole de (Bahorun et al, 1996) avec quelques
modifications.

Principe : Cette méthode repose sur la formation d’un complexe jaune, mesuré a 430 nm, suite
a ’interaction des ions Al** avec les groupements hydroxyles des flavonoides. L’intensité de la
coloration refléte leur concentration dans 1’échantillon.

Mode opératoire : Une solution mere de quercétine a 0.5 mg/mL a été preparée, a partir de
laquelle une série de dilutions a été réalisée pour obtenir des concentrations allant de 0,5 4 0,003
mg/mL. Ainsi qu’une solution de I’extrait aqueux a la méme concentration a été également
préparée.

Chaque solution a été mélangée en proportions égales avec 500 uL de chlorure d’aluminium
(AICL:) a 2%. Le mélange a été maintenu a température ambiante et a 1’abri de la lumicre
pendant 10 minutes. L’absorbance des échantillons a ensuite ét¢ mesurée a 430 nm a I’aide d’un
spectrophotométre UV-vis.
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Les résultats obtenus avec les différentes concentrations de la quercétine ont été utilisés pour
tracer une courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en mg €équivalent de quercetine par
gramme d’extrait sec (mg Eq Q/g).

11.2.3 Evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait aqueux

L’¢évaluation de I’activité antioxydante constitue une étape essentielle pour estimer le pouvoir
protecteur d’un extrait végétal contre les radicaux libres. Parmi les différentes méthodes
disponibles, le test au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est I’'un des plus couramment
utilisés en raison de sa simplicité, sa rapidité et sa sensibilité (Brand-Williams, Cuvelier, et
Berset, 1995).

Principe : La méthode repose sur la réduction du radical libre stable DPPHe, de couleur
violette, en une forme non radicalaire de teinte jaune, suite au transfert d’un électron ou d’un
atome d’hydrogene par les antioxydants présents dans 1’extrait

Mode opératoire : Une solution de DPPH a été préparée en dissolvant 6 mg de DPPH dans
100 ml de méthanol. Cette solution a été agitée pendant 2 heures a 1’obscurité afin d’assurer
une homogénéisation compléte. L’absorbance de la solution a ensuite été ajustée entre 0,5 et
0,7 a 517 nm, en diluant si nécessaire avec du méthanol.

Des dilutions en série (1/2) de I’acide ascorbique (de 1 a 0,0002 mg/ml) et de la solution aqueuse
de I’extrait du romarin (de 5 a 0,00061 mg/ml) ont été préparées.

Pour chaque essai, un volume de 200 pl d’extrait aqueux ou de solution standard a été mélangé
a 800 pl de la solution de DPPH. Le mélange a été incubé a température ambiante, a I’abri de
la lumiére, pendant 30 minutes. L’absorbance a ensuite ét¢ mesurée a 517 nm a ’aide d’un
spectrophotomeétre.

L’activité antioxydante a été exprimée en pourcentage d’inhibition selon la formule suivante :

. DO control—DO échantill
% Inhibition = — o~ *CaNTO” % 100

DO control

Ou:
o DO contrdle : absorbance de la solution de DPPH sans extrait.

e« DO contrdle : absorbance de la solution de DPPH avec extrait.

L’IC50 de I’extrait du romarin et celle de I’acide ascorbique ont été déterminées graphiquement
apres avoir tracé la courbe du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration.
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11.2.4 Biosynthése des nanoparticules d’oxyde de fer (NPs OX)

Les nanoparticules d’oxyde de fer ont été préparées selon la méthode de Aida et al, (2023) avec
quelques modifications. Un volume de 10ml d’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis a été
mélangé avec 90ml d’une solution de FeCI3 0,1 M. Le mélange a ensuite été soumis a une
agitation modérée a I’aide d’un agitateur magnétique pendant une heure a 70°C. La formation
des nanoparticules est indiquée par 1’apparition d’un précipité noir intense. Le précipité est
ensuite récupéreé par centrifugation a 5000tr/min. Aprés plusieurs lavages, le culot contenant les
nanoparticules a été séché a 1’étuve a 40 °C, puis calciné a 500 °C pendant 2 heures. Les étapes

de la biosynthése sont illustrées dans la figure 6.

90 ml de solution

de FeCl: 0,1 M
+

10 ml d'extrait de
romarin

Agitation pendant 2h du mélange a 70 °C

Figure 6 : Schéma représentatif du protocole de biosynthese des NPs d’oxyde de fer.
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11.2.5 Préparation de I’Ocre Rouge (OR) (nanoparticules naturelles)

L’ocre a d’abord été finement broyée a I’aide d’un mortier en céramique afin d’obtenir une
poudre homogeéne facilitant ainsi les étapes de purification ultérieures. La poudre obtenue a
ensuite été tamisée a 1’aide d’un tamis de 100 um, puis soumise a cinq lavages successifs a
I’eau distillée. Chaque lavage a été effectué a 1’aide d’une centrifugeuse (5 000 rpm pendant 20
minutes) dans le but d’¢liminer les impuretés solubles et particulaires. Le culot obtenu a 1’issue

de chaque cycle a été soigneusement récupeéré.

Apres la derniére centrifugation, le culot purifié a été séché dans une étuve a 60 °C jusqu’a
évaporation compléte de I’humidité, permettant ainsi d’obtenir 1’ocre naturel lavé non calciné
(ON). Une partie de cette poudre a ensuite été soumise a une calcination dans un four a moufle
a 900°C pendant 3 heures, afin de produire I’ocre naturel lavé calciné (ONC). Les deux types
d’ocre ON et ONC, ont été a nouveau broyeées, tamisées et conservées jusqu’a leur utilisation,
selon la méthode de (Périnet et Onoratini 1987) avec modification. Ces étapes de traitement

sont présentées dans la figure 7.
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Broyage

5 séries de lavages par centrifugation puis
séchage du culot dans 1’étuve a 60 °C

!

Calcination a 900 °C
pendant 3h

Figure 7: Schéma représentatif des étapes de traitement de 1’ocre naturelle
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11.2.6. Caractérisation des nanoparticules d’oxydes de fer

11.2.6.1 Spectroscopie infrarouge ATR-FTIR

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (ATR-FTIR) a éte utilisée pour identifier
les groupements fonctionnels sur le catalyseur NP en utilisant la spectroscopie ATRFTIR avec
Brucke Alpha One.

11.2.6.2. Spectroscopie FRX

La composition élémentaire des échantillons a été déterminée par spectroscopie de fluorescence
des rayons X (FRX), permettant une analyse qualitative et semi-quantitative des éléments
présents. L’acquisition a été¢ réalisée en mode réflexion totale, sans préparation chimique

préalable, afin de préserver I’intégrité des échantillons solides analysés (Despujols, 1996).

11.2.7. Activité antibactérienne des nanoparticules d’oxydes de fer
11.2.7.1. Préparation des échantillons

Trois échantillons ont été préparés pour les essais antibactériens : ’ON, I’ONC et les NPs OX.
Pour chacun de ces échantillons, quatre concentrations ont été préparées : 20, 10, 5 et 1 mg/ml
les échantillons sont présentés dans la figure 8. Une quantité précise de chaque poudre a été
pesée a I’aide d’une balance analytique, puis mise en suspension dans un volume approprié¢ de
solvant stérile. Les mélanges ont ét¢ homogénéisés a 1’aide d’un vortex, puis placés dans un
bain a ultrasons pendant 10 min minutes afin de favoriser une dispersion compléte des
particules. Chaque suspension a été préparée extemporanément, dans des conditions aseptiques,

et conservée a température ambiante jusqu’a son utilisation (Havenga et al. 2022).

B NPs d’Oxyde de fer
w - biosynthétisées (NPs OX)
| il
' & — Ocre rouge naturelle calcinée
‘ m | (ONC)
?
m" —_— Ocre rouge naturelle sans
calcination (ON)

Figure 8: Suspensions des différents échantillons testées (I’ON, I’ONC et NPs OX
biosynthétisees) aux concentrations de 20, 10, 5 et 1 mg/mL
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11.2.7.2. Préparation des antibiotiques

Les antibiotiques utilisés dans cette étude sont la CHLORDETRACYCLINE HCI, appliquée
sur la souche Pseudomonas aeruginosa, le GECTAPEN utilisé contre Escherichia coli, et le
CLAMOXYPEN, destiné aux souches Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus aureus.
Ces antibiotiques ont été fournis sous forme de poudre. Chaque solution a été préparée a une
concentration finale de 1 mg/mL dans de I’eau physiologique stérile. Les mélanges ont été
homogénéisés par agitation a 1’aide d’un vortex jusqu’a obtention de solutions d’aspect

homogéne comme présenté dans la figure 9.

Figure 9 : CHLORDETRACYCLINE HCL , GECTAPEN et CLAMOXYPEN dilués a 1 mg/mL

11.2.7.3. Mode opératoire

L’activité antibactérienne des trois milieu testés ON, ONC, NPs OX biosynthétisées a été
évaluée par la méthode de diffusion sur gélose a 1’aide de disques imprégnés. Les souches
bactériennes sélectionnées pour cette étude comprenaient Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis. Chaque souche a été
cultivée sur gélose nutritive pendant 18 a 24 heures, puis suspendue dans une solution saline
stérile (NaCl 0,9%), a une densité ajustée a 0,5 McFarland. Aprés ensemencement homogéne
de boites de gélose Mueller-Hinton a I’aide d’un écouvillon stérile trempé dans la suspension,
des disques de papier stériles (6 mm de diameétre) ont été déposés a la surface de la gélose.
Chaque disque a été imprégné de 40ul de I'un des trois échantillons testés, a quatre
concentrations différentes : 20, 10, 5 et Img/mL. En parallele, des disques commerciaux
imprégnés d’antibiotiques standards, spécifiques a chaque souche, ont été utilisés comme
témoins positifs, afin de valider la sensibilité des bactéries testées et de permettre une
comparaison relative de 1’efficacité antimicrobienne des échantillons étudiés. Les boites ont été
conservées a 4°C pendant 2h pour permettre la diffusion des substances, puis incubées a 37°C

pendant 18 a 24 heures.
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L’effet antibactérien a été évalué en mesurant les diamétres des zones d’inhibition autour des
disques, exprimés en millimetres, en comparant a la fois les différentes concentrations, les

échantillons testés, et les résultats des témoins positifs.
11.2.8. Optimisation de la formulation de la creme placebo

Une premiere étape d’optimisation de la composition de la créme placebo, antérieure a
I’incorporation des trois principes actifs, a ét¢é menée par ajustement des proportions des
différents composants. Cette phase a permis 1’élaboration de sept formulations expérimentales,
visant a obtenir une composition finale présentant des caractéristiques optimales, La

composition quantitative et qualitative de chaque essai et présentée dans le tableau 2.

Tableau Il : Récapitulatif des essais d’optimisation de la creme placebo.

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

Alcool
cetostéarylique

8% 8% 4% 4% 4% 4% 3%

Span 80 15% 15% 2.7% 0.83% 0.83% 083% 3%
Huile de 30%  30%  30%  10%  20% 20%  26%
paraffine
Gomme de / / / / / / 1%
xanthane
Tween 60 5% 5% @ 3.8% 1.17% 117% 117% 1%

Eau distillée 55.54 55.5% 59.5% 84% 74% 74% 66%

Quantité finale ~ 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

NB : Dans ce travail, les émulsions ¢élaborées par procédé d’émulsification a chaud par contre
I’essai F1 est différent des autres essais par le retrait du bain marie lors de I’étape
d’émulsification.

Protocole de formulation du créme placebo :

Phase huileuse : dans un bécher, un mélange d’alcool cetostéarylique, d’huile de paraffine et
le Span 80 est chauffé a 70°C a 1’aide d’une plaque chauffante munie d’une agitation
magnétique jusqu’a I’obtention d’un mélange homogene.
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Phase aqueuse : paralléelement, I’cau distillée est chauffée a la méme température (70°C), le

Tween 60 est ensuite introduit et mélangé jusqu’a compléte dissolution.

Dans le cas ou la gomme xanthane est introduite, 1’eau distillée est préalablement chauffée, puis
la gomme xanthane y est incorporée par fractions sous forte agitation (au milieu du vortex)
jusqu’a obtention d’une solution visqueuse homogene. Le Tween 60 est ensuite ajouté et
I’ensemble est soigneusement mélangg¢ afin d’assurer une répartition uniforme des composants

dans la phase aqueuse.

Emulsification : Lorsque les deux phases atteignent 70°C, la phase huileuse est incorporée
progressivement a la phase aqueuse sous homogeénéisation par Ultra-Turrax fonctionnant a
10 000 rpm. L’homogénéisation est poursuivie pendant 30 minutes tout en maintenant le bécher

plongé dans un bain marie afin de garder la température stable.

Une fois ’homogénéisation terminée, 1’émulsion est refroidie a température ambiante sous
agitation lente a I’aide d’un homogénéiseur a hélice. Une substance active est incorporée lors

de cette étape de refroidissement, le cas échéant.

Les caractérisations réalisées sur les crémes ont porté d’abord sur leurs caractéristiques
organoleptiques, incluant 1’aspect, la texture, la couleur et ’odeur. Par la suite, des analyses
physico-chimiques ont été effectuées, telles que la mesure du pH, ’aspect microscopique, et
des essais de centrifugation.

11.2.9. Incorporation des principes actifs et caractérisation des formulations finales

Apres I’optimisation de la formule de la créme placebo, les trois principes actifs faisant 1’objet
de cette étude (1’ocre naturelle non calcinée, 1’ocre naturelle calcinée et les NPs d’oxyde de fer

biosynthétisées) y ont été incorporés avec pourcentage de 2%.

En phase finale, une série de caractérisations a été réalisée afin d’évaluer les caractéristiques
organoleptiques et microscopiques des formulations obtenues, ainsi que leur pH et leur

comportement rhéologique.
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CHAPITRE |1 RESULTAS ET DISCUSSION

II1.1. Rendement d’extraction

Trois extractions par macération de 10g de la poudre de feuilles séches de Rosmarinus
officinalis.L dans 100 mL d’eau distillée ont permis d’obtenir un extrait aqueux. Le
rendement moyen obtenu est d’environ 16,33 +1,52%, ce qui refléte la bonne capacité de
I’eau a extraire les composés présents dans Rosmarinus officinalis.L. Ce rendement peut
étre comparé a celui rapporté par Hasini et al, (2025), qui ont obtenu un rendement de 14,8%
en utilisant une méthode similaire de macération a température ambiante avec de 1’éthanol
comme solvant. Cette différence dans les valeurs du rendement pourrait s’expliquer par le

type de solvant, le temps de macération et du rapport solvant/matiére végétale.

I11.2. Evaluation du taux des polyphénols totaux et des flavonoides dans I’extrait
aqueux de Rosmarinus officinalis.L

111.2.1. Dosage des polyphénols totaux

L’analyse quantitative des extraits issus de la plante Rosmarinus officinalis, réalisée par
dosage spectrophotométrique, visait a déterminer la teneur en polyphénols totaux.
L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la concentration en polyphénols
présents dans les extraits végetaux comme montré sur la figure 10. en se basant sur une
courbe d’étalonnage montrée dans la figure 11, etablie & partir d’une solution d’acide
gallique a différentes concentration, selon 1’équation :

y = 8,9682x + 0,0186, avec un coefficient de corrélation R2 = 0,9936

Figure 10 : Variation de I’intensité colorimétrique selon les concentrations croissantes
d’acide gallique
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

La quantification des polyphénols totaux a révélé une teneur moyenne de 415,86 + 8,45 mg
EAG/ml/g d’extrait sec dans notre extrait aqueux de Rosmarinus officinalis, traduisant une
richesse remarquable en composés phénoliques. Cette valeur est inférieure a celle rapportée
par une étude réalisée par Herizi, Laichi, et MEBARKA en 2022, qui a estimé cette teneur
a 455,10 mg EAG/ml/g d’extrait sec. Cette différence pourrait étre due a plusieurs facteurs,
notamment les conditions d’extraction, la nature du solvant, la température d’infusion, ou
encore 1’origine géographique du végétal.

111.2.2. Dosage des flavonoides

L’analyse quantitative de 1’extrait obtenu a partir de la plante Rosmarinus officinalis par
méthode spectrophotométrique avait pour objectif d’évaluer la teneur en flavonoides totaux.
Cette quantification a été effectuée a I’aide d’une méthode colorimétrique, fondée sur une
réaction de coloration dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en flavonoides
présents dans les extraits végétaux. La quercétine a servi de référence standard pour
I’établissement de la courbe d’étalonnage présentée dans la figure 12, a partir de laquelle la
teneur en flavonoides a été déterminée en appliquant I’équation suivante :

y = 2,4705x + 0,0406 avec un coefficient de corrélation R2 = 0,9873

1,4
’ y =2,4705x + 0,0406
12 R2=0,9873
8 1
S o038
&
2 0,6
2
204
<
0,2
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentration (mg/ml)

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux
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A partir des absorbances enregistrées, la concentration moyenne en flavonoides a été
estimée a 344,815 + 3,461 mg EQ/mL/g d’extrait sec, mettant en évidence une teneur élevée
en flavonoides dans I’extrait de Rosmarinus officinalis. En revanche, I’étude menée par
(Herizi, Laichi, et MEBARKA 2022) a révéle une teneur bien plus faible, évaluée a 7,33
mg EQ/mL/g d’extrait sec, ce qui souligne 1’influence des méthodes d’extraction et des
conditions de culture sur la composition chimique de la plante.

111.3. Evaluation de I’activité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits de Rosmarinus officinalis a été évaluée par une méthode

spectrophotométrique, reposant sur la transition de couleur du radical libre DPPH, qui passe
du violet au jaune lors de sa réduction, comme montré dans la figure 13.
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Figure 13 : Réduction du radical libre DPPH en présence d’acide ascorbique
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Figure 14 : Graphe représentant le pourcentage d’inhibition de DPPH par 1’acide ascorbique

27




CHAPITRE 111 RESULTAS ET DISCUSSION

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Pourcentage d'inhibition |1 %

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Concentration mg/ml

Figure 15 : Graphe représentant le pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux de
Rosmarinus officinalis L

La concentration inhibitrice a 50% (IC50) a été déterminée en utilisant la courbe de
la variation du taux d’inhibition en fonction des différentes concentrations d’acide
ascorbique, représenté dans la figure 14 et de I’extrait aqueux comme le montre la figurel5.
Les valeurs de L’IC50 de I’extrait étudiés et de ’acide ascorbique sont illustrées dans le
diagramme de la figure 16.

18

16

14

11,43

12

10

ICso (ng/mL)
~ o ®

N

Extrait aqueux Acide ascorbique

Figure 16 : Diagramme comparatif des valeurs d’ICso entre 1’extrait aqueux de Rosmarinus
officinalis.L et ’acide ascorbique
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Les résultats obtenus montrent que 1’extrait aqueux posséde une activité antiradicalaire avec
une valeur d’IC50 de 16,7 pg/ml, par rapport a celle de 1’acide ascorbique (molécule de
référence) qui présente une valeur de I’IC50 égale a 11,43 pg/ml (voir figurel6). Donc on
remarque que notre extrait posséde une activité antioxydante importante.

L’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis issu de notre étude a montré une activité
antioxydante plus élevée, avec une ICso de 16,7 pg/mL, comparée a celle rapportée par
I’étude de Herizi, Laichi, et MEBARKA en 2022), dont 1I’ICso était de 128 pg/mL. Cette
différence nette indique que notre extrait est plus efficace pour neutraliser les radicaux
libres, ce qui peut étre attribué a une teneur plus élevée en composés antioxydants ou a des
conditions d’extraction plus favorables.

I11.4. Observation visuelle de ’ocre aprés traitement et calcination

Selon Périnet et Onoratini (1987), la calcination de 1’ocre rouge naturelle (ON) a haute
température (900 °C pendant 3h) provoque un changement notable de sa teinte initiale.
L’échantillon brut, de teinte orangée claire, a viré a une couleur rouge brun intense apres
calcination comme présenté dans la figure 17. Cette transformation visuelle est le reflet
d’une modification minéralogique significative, traduisant la conversion des oxydes de fer
présents en une forme cristalline stable d’hématite (a-Fe20s) (Périnet et Onoratini, 1987).

(@) (b) /

Figure 17 : Variation de la couleur observée avant calcination (a) et apres calcination (b)
de I’ocre rouge naturelle a 900°C

Ce résultat est directement en accord avec les travaux de Périnet et Onoratini en 1987, qui
précise qu’une température supérieure a 600°C est nécessaire pour obtenir une hématite
bien cristallisée, et que cette cristallisation devient pleinement efficace autour de 900 °C.
Ainsi, la température choisie dans notre protocole s’inscrit précisément dans cette zone
critique identifiée expérimentalement comme optimale pour la formation de I’hématite
stable. Ce résultat est soutenu par d’autres travaux, notamment ceux de Yariv et
Mendelovici en 1980, qui indiquent une amélioration progressive de la cristallinité entre
700°C et 1050°C, et ceux de Pomies, Menu, et Vignaud en 1999 et Gialanella et al, en 2010.
qui confirment que la stabilisation compléte de la phase hématite intervient entre 700°C et
1000°C. La teinte rouge brun intense obtenue a 900°C dans notre cas est donc le témoin
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direct de cette cristallisation avancée, et valide D’efficacité du traitement thermique

appliqué.

11.5. Observation visuelle des NPs d’oxyde de fer biosynthétisées

Au cours de la biosynthése des NPs d’oxyde de fer, un changement de couleur a été observé
aprés le mélange de I’extrait de romarin avec la solution de FeCls. L’apparition d’une
coloration noire indique la formation des NPs d’oxyde de fer, témoignant de la réussite de
la biosynthese cette transformation de couleur est illustrée dans la figure 18.

Figure 18 : Transformation progressive de la couleur pendant la biosynthése des NPs d’oxyde
de fer

La poudre des NPs d’oxyde de fer obtenue par biosynthése a été d’abord séchée dans une
étuve a 40 °C, puis elle a été soumise a une calcination a 500 °C afin d’améliorer sa pureté
et sa structure cristalline. A I’issue de ce traitement thermique, un changement net de
couleur vers le rouge foncé a été observé comme montré dans la figure 19. Ce phénoméne
visuel est caractéristique de la formation de ’hématite (a-Fe20s), comme le rapporte de
Brawijaya University et al.(2013) , qui associe directement cette coloration rouge a la
structure cristalline spécifique et aux propriétés d’absorption optique de 1’a-Fe20s.

¢« —

(@) (b)

Figure 19 : Variation de la couleur observée avant calcination (a) et aprés calcination (b)
des NPs d’oxyde de fer a 500°C

Cette évolution confirme que la calcination a 500 °C pendant 2h a favorisé la transition des

phases instables produites lors de la biosynthese (telles que la maghémite ou des formes

amorphes) vers une forme plus stable, cristallisée et pure. Plusieurs études, notamment celle
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des Fauzi et Ratnawulan en 2021, Abdullah et al. en 2023 et ) Chakraborty et al. en 2024,
ont démontré que cette température est optimale pour provoquer la conversion complete en
hématite a, avec une cristallinit¢é améliorée et sans résidu de magnétite. Ces résultats
soutiennent 1’interprétation expérimentale basée sur la couleur et confirment la réussite de
la transformation structurale recherchée.

111.6. Caractérisation des Nanoparticules
111.6.1. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier a permis d’identifier les groupements
fonctionnels et les liaisons chimiques présents dans les échantillons. Les spectres ont été
enregistrés entre 4000 et 400 cm™, mettant en évidence les vibrations caractéristiques des
oxydes de fer et autres composes présents.

Le spectre FTIR de I’ocre naturelle représenté par la figure 20, présente plusieurs bandes
d’absorption caractéristiques. Le pic a 1430,24 cm™ est attribu¢ a la déformation angulaire
des groupements méthylene (—CH:) (Mecozzi et al. 2012) ou aux vibrations asymétriques
des ions carbonates (COs%") (Ouyang et al. 2018), ce qui indique la présence possible de
résidus organiques ou de précurseurs minéraux partiellement éliminés. La bande a 999,92
cm™! correspond aux vibrations d’étirement des liaisons (C—O) (Akkas et al. 2010), typiques
des alcools, esters ou acides carboxyliques, et peut également étre liée aux liaisons (Si—O)
(Kunst et al. 2015) signalant la présence éventuelle de silice naturelle ou de groupements
oxydés. Le pic observé a 796,76 cm™! est associé aux vibrations (Fe—QO) caractéristiques des
oxydes de fer comme I’hématite (Ahangaran, Hassanzadeh, et Nouri 2013). La bande
marquée a 692,59 cm™ correspond également aux étirements (Fe—O) (Chakraborty et al.
2024), ce qui confirme la présence d’oxydes ferriques dans 1’échantillon. Enfin, les bandes
situées a 529,50 cm™ et 461,02 cm™ sont attribuées aux vibrations (Fe-O) a plus basse
fréquence(Lassoued et al. 2017) , traduisant la formation d’une phase ferrique amorphe ou
cristalline.
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Figure 20 : Spectre FTIR de I’ocre naturelle.

Le spectre FTIR de I’ocre calcinée, représenté par la figure 21, présente plusieurs bandes
d’absorption caractéristiques. Le pic a 1237,51 cm™ est attribué aux vibrations d’étirement
des liaisons (C—-O) des alcools ou des esters (Al-Khuder, Mohammed, et Al-Neaimi 2012),
ce qui indique la présence éventuelle de groupements organiques résiduels. La bande située
a1010,43 cm ™ correspond également aux vibrations d’étirement (C—O) ou (Si—-O) (Mecozzi
et al. 2012b) , caractéristiques des composés silicatés ou des liaisons organiques oxydées.
Le pic observé a 902,40 cm! est 1ié aux vibrations d’étirement des liaisons (Si—O) ou (C—
H) (Chen et al. 2015). La bande marquée a 796,51 cm™ est généralement associée aux
vibrations (Fe-O), typiques des oxydes de fer tels que I’hématite et la magnétite
(Ahangaran, Hassanzadeh, et Nouri 2013).. Le pic a 642,56 cm™! correspond également aux
vibrations d’étirement (Fe—O) (Chakraborty et al. 2024), confirmant la présence d’oxydes
ferriques dans 1’échantillon. Enfin, la bande a 451,11 cm™! est attribuée aux vibrations (Fe—
0) a plus basse fréquence (Ahangaran, Hassanzadeh, et Nouri 2013), indiquant la formation
d’une phase ferrique amorphe ou cristalline.
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Figure 21: Spectre FTIR de I’ocre calcinée .

Le spectre FTIR des NPs I’oxyde de fer biosynthétisées, représenté par la figure 22, montre
plusieurs bandes d’absorption caractéristiques. Le pic a 1110,47 cm™ est attribué aux
vibrations d’étirement des liaisons (C-O) (Akkas et al. 2010) , caractéristiques des alcools,
éthers ou acides carboxyliques (Chen et al. 2015) provenant de composés silicatés. La bande
observée a 520,26 cm™! correspond aux vibrations d’étirement des liaisons (Fe—O) (Wei et
al. 2024). Enfin, le pic a 434,16 cm™! est également li¢ aux vibrations (Fe—QO) a plus basse
fréquence (Lassoued et al. 2017), indiquant la présence d’une phase ferrique amorphe ou
cristalline(Wei et al. 2024), situées dans la région 400-700 cm™! et typiques des oxydes de
fer tels que I’hématite et la magnétite(Mustafa et al. 2025).
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Figure 22 : Spectre FTIR des NPs d’oxyde de fer biosynthétisées.
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111.6.2. Analyse Spectrometre de fluorescence des rayons X (FRX)

Les résultats de la FRX regroupés dans le tableau 111, ont montré que les teneurs en SiO- et
AlOs dans ’ocre présentent une légére augmentation aprés calcination, phénomene
attribuable a la perte de composés volatils, conduisant a une concentration relative des
oxydes réfractaires. Le Fe20s s’enrichit Iégérement, ce qui pourrait indiquer une conversion
progressive vers la phase stable a-hématite. En parallele, les teneurs en CaO, MgO et ZnO
diminuent, probablement en raison de phénomeénes de volatilisation ou de réorganisation
structurale. Enfin, les teneurs en TiO: et SrO demeurent inchangées, suggérant une bonne
stabilité thermique de ces oxydes face au traitement thermique appliqué (voir tableau II).

Tableau 111 : évolution de la composition chimique de 1’ocre rouge aprés calcination,
mesurées par FRX.

Oxyde Avant calcination ~ Apres calcination Evolution
(masse %) (masse %)
SiO: 45,00 47,00 Légére augmentation
ALOs 17,60 20,00 Enrichissement
CaO 22,70 19,30 Diminution
Fe:0s 7,89 8,20 Léger enrichissement,
phase hématite favorisée
MgO 2,79 1,58 Diminution
TiO: 1,07 1,10 Stable
ZnO 0,06 0,04 Leégere diminution
MnO 0,094 - Non détecté apres
calcination
SrO 0,19 0,19 Stable
P:0s, SOs, ZrO:  Traces Traces Présents a 1’état mineur

La prédominance du Fe.Os dans 1’échantillon des NPs biosynthétisées confirme I'efficacité du
procédé de biosynthése et de calcination a 500 °C pour concentrer la phase ferrique tout en
éliminant les résidus organiques ou phases amorphes. La présence de SiO2, Al.Os , SOs et P2Os
en quantités modérées suggere la possible contribution d’impuretés issues de 1’extrait aqueux
de Rosmarinus officinalis.L utilisé ces résultats sont regroupes dans le tableau IV.

Tableau IV : Composition élémentaire des NPs biosynthétisées analysées par FRX.

Composant Masse %
Fe:03 83.00
SiO: 7.04

SOs 2.99
ALO:s 2.55
P05 2.25
K:0 1.04
CaO 1.04

Cl 0.123
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Les teneurs en oxyde de fer (Fe.0s) dans les echantillons d’ON, d’ONC et de NPs OX
biosynthétisées sont 7,89 %, 8,20 % et 83 % respectivement. L’ocre, en tant que matériau
naturel hétérogéne, est constituée de différents composés minéraux, notamment des
nanoparticules métalliques, dont celles d’oxyde de fer. Selon Elias et al. (2006), I’analyse
de plusieurs échantillons d’ocre issus de différentes régions a révélé une large variation du
pourcentage massique d’hématite, allant de 8,28 % qui est une valeur comparable a celle
obtenue dans notre étude jusqu’a 99 %, avec des teneurs intermediaires de 9,70, 10, 13,
24 et 36 % (Elias et al. 2006).

En comparaison, les NPs d’oxyde de fer biosynthétisés qui a été obtenu par une méthode
assistée par voie verte, plus ciblée, ce qui explique son rendement élevé. Toutefois, le
produit issu de I’ocre, bien qu’enrichi en oxyde de fer aprés calcination, n’est pas
entierement pur. Ainsi, une étape de purification complémentaire serait nécessaire afin
d’obtenir un oxyde de fer suffisamment pur pour étre exploité dans des applications
spécifiques. Par ailleurs, la région géographique d’origine de 1I’ocre joue un rdle significatif
dans le pourcentage d’hématite présent, influencant directement la composition finale
obtenue.

Tableau 1V : Comparaison des teneurs en oxyde de fer dans les échantillons d’ON, d’ONC et
des NPs OX biosynthétisées.

Echantillon Fe:0: Interprétation
(%)
Ocre naturelle 7,89 % Mélange de phases amorphes et
cristallines
Ocre rouge apres 8,20 % Formation d’hématite a-Fe.Os stable

calcination (900 °C)

Nanoparticules de Fe:0s 83,00 % Phase pure de Fe20s ; forte cristallinité
calcinées (500 °C) due a la synthése ciblée

III.7. Etude de [IPactivit¢é antibactérienne des nanoparticules naturelles et
biosynthétisées

L’étude de I’activité antibactérienne a été réalisée en testant les trois échantillons : ocre
naturelle (ON), ocre naturelle calcinée (ONC), et NPs d’oxyde de fer biosynthétisées (NPs
OX) vis-a-vis des souches bactériennes selectionnées. Aucune activité inhibitrice n’a été
observée contre les bactéries a Gram négatif Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa,
quel que soit la concentration testée (20, 10, 5 et 1 mg/ml). Cette absence d’effet peut
s’expliquer par la structure particuliere de la membrane externe des bactéries Gram négatif
riche en lipopolysaccharides, qui constitue une barriere physique et chimique (Delcour,
2009). Ce résultat suggeére également que les concentrations testées (20 a 1 mg/ml) sont
probablement en dessous du seuil d’efficacité nécessaire pour franchir cette barriere.
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Tableau V : Activité antibactérienne des nanoparticules (ON) (ONC) (NPs OX) contre
quatre souches bactériennes : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis et Staphylococcus aureus.

Bactérie E. coli P. aeruginosa S. epidermidis S. aureus

échantillon

Ocre
naturelle
(ON)

Ocre
naturelle
calcinée
(ONC)

NPs
d’oxyde
de fer
biosynthét
isées (NPs
OX)

ATB
témoin
positif
1mg/ml
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Figure 23: Activité antibactérienne des extraits testés (ON, ONC, NPs OX) a différentes
concentrations contre quatre souches bactériennes : Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa

Tableau VI : Comparaison des effets antibactériens des nanoparticules testées.

Bactérie Activité observée Efficacité relative des
échantillons
Escherichia coli Aucune inhibition (0 mm) Aucun effet
sur tous les extraits antimicrobien détecté
Pseudomonas Aucune inhibition Résistance totale des
aeruginosa souches
Staphylococcus Activité forte pour ONC a ONC > ON > NPs OX
epidermidis 20 mg/ml (28.5 mm)
Staphylococcus Activité modérée a forte ON =~ ONC > NPs OX
aureus pour ON et ONC

Cependant comme observé dans la figure 23, une activité antibactérienne notable a été
enregistrée uniguement contre les cocci Gram positifs (Staphylococcus aureus et
Staphylococcus epidermidi), et ce exclusivement pour les échantillons ON et ONC (voir
figure 23). Cette sélectivité d’action vis-a-vis des bactéries Gram positives peut s’expliquer
par la structure de leur paroi cellulaire, plus perméable et constituée d’une €paisse couche
de peptidoglycane, rendant ces souches plus vulnérables a certains agents métalliques ou
oxydes (Delcour 2009).
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L’ONC s’est révélée étre la plus active contre S. epidermidis, atteignant une zone
d’inhibition de 28,5 mm a 20 mg/ml, ce qui témoigne d’une activité antibactérienne
importante selon les criteres standards de Kirby-Bauer.

L’ON a également montré une activité significative contre cette méme souche (18,7 mm),
bien que nettement inférieure a celle de ’ONC. En revanche, les NPs OX se sont révélées
totalement inactives vis-a-vis de S. epidermidis, quelle que soit la concentration, mettant en
évidence une efficacité dépendante de la nature physico-chimique et de la méthode de
préparation du matériau.

Concernant S. aureus, une activité similaire est observée : I’ON et ’ONC présentent tous
les deux une activité antibactérienne modérée a forte, avec des zones d’inhibition atteignant
19,1 mm a 20 mg/ml presque égale au résultats de (Havenga et al. 2022) qui a été 22 mm
avec la méme concentration . Tandis que les NPs d’OX biosynthétisées de cette étude reste
inactives.

La littérature suggere que les nanoparticules d’hématite, selon leur structure et leur
concentration, peuvent inhiber la croissance bactérienne (Rafi et al. 2015). Cela appuie
I’hypothese selon laquelle la calcination de 1’ocre, en favorisant la cristallinité de I’hématite
(0-Fe20s), pourrait améliorer son potentiel antimicrobien en partie grace a la génération
d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS) (Vihodceva et al. 2021) selon les mécanismes
présentés dans la figure 24.

L’activité antibactérienne diminue progressivement avec la réduction de la concentration
des échantillons, pour devenir nulle a 1 mg/ml pour tous les échantillons, ce qui démontre
une relation dose-dépendante, caractéristique des agents antimicrobiens classiques. En
revanche, les antibiotiques témoins utilisés a 1 mg/ml ont produit des zones d’inhibition
significatives contre toutes les souches bactériennes testées, allant de 16,5 mm a 37,5 mm,
confirmant la sensibilité des souches utilisées et validant la fiabilité¢ des conditions
expérimentales.

Ces résultats indiquent que seuls les échantillons d’ocre, en particulier I’ ONC possédent
un potentiel antibactérien notable, principalement contre les cocci Gram positifs.

a-Fe,0, NPs

(a) Photocatalyic .,.‘ H.0

Mechanism

a-Fe,0, NPs

(b) Active Oxygen
. Mechanism

lnbalonce
Ion} release

(c) Interaction of &
a-Fe,0, with boctedal. 3 .. &

surface

Figure 24 : Représentation schématique des trois mécanismes potentiels induisant I’activité
antibactérienne de I’- a-Fe2Os (Havenga et al. 2022)

38




CHAPITRE 111 RESULTAS ET DISCUSSION

L’activité antibactérienne observée pourrait résulter de plusieurs facteurs concomitants
notamment la présence simultanée de diverses nanoparticules au sein des échantillons
d’ocre naturelle et calcinée telles que SIO-, et Al-Os, CaO qui sont reconnus pour leur
propriété antimicrobienne selon Fonseca et al (2022), D, Peddi, et R (2017) et Liang et al
(2022), suggerant un effet synergique ou additif potentiel. L’effet antibactérien pourrait
s’expliquer par une interaction combinée avec les membranes cellulaires bactériennes, par
une génération accrue d’espéces réactives de l’oxygene (ROS), ou encore par une
perturbation simultanée de plusieurs fonctions métaboliques essentielles a la survie
microbienne.

Par ailleurs, I’absence totale d’activité antibactérienne observée pour les NPs d’oxyde de
fer biosynthétisées contre I’ensemble des souches testées, y compris les Gram positifs. En
effet, plusieurs études antérieures ont démontré que les NPs d’oxyde de fer, qu’elles soient
synthétiques ou biosynthétiques, peuvent exercer une action antibactérienne significative
(Magaldi et al. 2004 ; Tran et al. 2010) Cette divergence avec les données bibliographiques
pourrait s’expliquer par plusieurs facteurs expérimentaux, notamment :

1. Une concentration insuffisante de nanoparticules actives dans les solutions testées. Les
concentrations appliquées (20 a 1 mg/mL) pourraient ne pas atteindre le seuil minimal
inhibitrice (CMI) nécessaire pour déclencher une réponse antibactérienne observable vis-a-
vis les souches sélectionnées.

2. Une faible dispersion ou agglomération des nanoparticules, réduisant considérablement
leur surface d’interaction avec les membranes bactériennes. 1l est connu que les
nanoparticules mal dispersées formant des agrégats présentent une baisse drastique de leur
efficacité biologique.

3. Des différences morphologiques ou structurales entre les nanoparticules biosynthétisées
dans ce travail et celles décrites dans la littérature. La nature du végétal utilisé comme agent
réducteur, les conditions de biosynthése (pH, température, durée) ou encore la composition
chimique des extraits végétaux peuvent influencer significativement la taille, la forme, la
charge de surface et la cristallinité des particules formées, impactant directement leur
bioactivité.

Une optimisation des conditions de formulation (augmentation de la concentration,

amélioration de la dispersion colloidale, stabilisation des particules) et des tests de CMI
seraient nécessaires pour confirmer cette hypothese.
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111.8 Résultats d’optimisation de la créeme placebo et les formulations intégrants les
nanoparticules naturelles et biosynthétisées.

Plusieurs formulations ont été élaborées jusqu’a 1’obtention d’un placebo optimal des
photos illustrants des essais d’optimisation sont présentées dans la figure 25.

Figure 25: Aspect visuel des formulations optimisées: F1(a), F2(b), F3(c), F4(d), F5(e), F6(f)
et F7(9).

Les formulations F1 (Figure 25a), F2 (Figure 25b) et F3 (Figure 25c¢) présentent une séparation
biphasique prononcée, traduisant une instabilité physico-chimique significative. Cette
instabilité est traduite par la présence de résidus solides agglomérés ainsi qu’un surnageant

huileux, témoignant d’un échec du processus d’émulsification.

Les formulations F4 (Figure 25d) et F5 (Figure 25e) se caractérisent par un aspect laiteux
accompagné d’une texture blanchatre. La viscosité y est réduite, dans les deux formulations

avec une apparence macroscopique plus uniforme. Ces observations suggérent une stabilité
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physico-chimique partiellement améliorée, bien que la texture reste moins visqueuse que
recherché.

Deux formulations finales, F6 (Figure 25f) et F7 (Figure 25g), ont été sélectionnées en raison
de leurs propriétés organoleptiques et physicochimiques satisfaisantes, ainsi que de leur texture
homogene. La distinction principale entre ces deux formulations réside dans I’incorporation de
la gomme xanthane dans la formule F7, laquelle est absente dans F6 . Toutefois, cette différence

de composition n’a entrain€ aucune variation significative dans les propriétés de la créme.

Aprés I’optimisation de la créme placebo et le choix du formulation F7 , une seconde phase de
formulation a été conduite suite a I’incorporation des trois principes actifs faisant objet de notre
travail expérimental a savoir 1’ocre naturelle non calcinée, I’ocre naturelle calcinée et les
nanoparticules d’oxyde de fer biosynthétisées. L aspect macroscopique des cremes formulées
est présenté dans la figure 26. Une caractérisation compléte des créemes obtenues a été réalisée,
incluant la mesure du pH, la vérification du comportement rhéologique ainsi que 1’examen de

I’aspect microscopique.

=

Figure 26: Aspect macroscopique des formulations topiques : creme placebo (a), creme a
I’ON (b), creme a I’ONC (c) et creme aux NPs OX biosynthétisées (d).

La formulation contenant I’ON (Figure 26b) a présenté une excellente homogenéité, aussi bien
en termes de texture que de couleur, sans présence apparente de particules résiduelles. Cet
aspect lisse et uniforme témoigne d’une bonne compatibilité entre le principe actif et la base de

creme utilisée.

En revanche, les crémes incorporant I’ONC (Figure 26¢) et les NPs d’OX (Figure 26d) ont

montré, malgré une apparente stabilit¢ et une homogénéité satisfaisante a 1’échelle

macroscopique, la présence de quelques particules visibles, suggérant une dispersion

partiellement incomplete des actifs solides. Ce phénomene pourrait étre lié a une taille de
41




CHAPITRE 111 RESULTAS ET DISCUSSION

particules trop élevée ou a un broyage initial insuffisant des principes actifs menant a une

hétérogénéité dans la distribution granulométrique.

Ces résultats indiquent qu’une étape préalable d’ultra-broyage ou de micronisation des
principes actifs pourrait s’avérer bénéfique pour améliorer leur dispersion dans 1’émulsion,
limiter la présence d’agglomérats, et ainsi optimiser 1’aspect visuel et la stabilité¢ des

formulations.

Les formulations ont été soumises a une serie de caractérisations visant a évaluer leurs
propriétés organoleptiques, leur aspect microscopique, leur pH qui ont montrées dans le tableau
VI, ainsi que leur comportement rhéologique.

Les valeurs de pH observées varient de maniere significative selon le principe actif utilisé. Le
placebo présente un pH légerement acide (5,26), proche du pH physiologique de la peau (=4,5-

5,5), ce qui est favorable a la tolérance cutanée.

L’ajout d’ocre naturelle a la formulation augmente légérement son pH (5,97), mais celui-ci reste
dans une plage physiologiquement acceptable, suggérant une bonne compatibilité avec la peau
(Prakash et al. 2017).

En revanche, I’introduction de 1’ocre calcinée induit une forte augmentation du pH, atteignant
9,07. Cette alcalinitée marquée peut étre due a la transformation chimique des minéraux pendant
la calcination, générant des oxydes ou hydroxydes basiques susceptibles d’¢lever le pH. Un pH
aussi élevé peut compromettre la tolérance cutanée et nécessiter une neutralisation ou un

ajustement de pH au cours de la formulation.
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Tableau V11 : Caractérisation des formulations préparées.

Créme Aspet visuel pH Aspect microscopique
Emulsion
placébo
5.26
Créme a P’ocre
naturelle non
calcinée 5.97
Créme a Pocre
naturelle
calcinée 9.07
Créme aux NPs
d’oxyde de fer
4.95
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A I’inverse, la formulation contenant des NPs d’oxyde de fer présente un pH plus acide (4,95)
que du placebo due a leur surface spécifique tres élevée, ce qui augmente significativement leur
interaction avec I’eau comparativement aux particules de taille micrométrique. Lorsqu’elles
sont en contact avec 1’eau, leur surface peut libérer des ions H*, entrainant une acidification du
milieu. Ce phénomeéne est bien connu pour certains oxydes métalliques, tels que le FeOs de
notre étude notamment a 1’échelle nanométrique, ou ils se comportent comme des acides de
Lewis, capables d’attirer des électrons et de favoriser la formation de protons en solution

aqueuse (Hotze, Phenrat, et Lowry 2010).

Globalement, ces résultats soulignent 1’importance d’ajuster et de contrdler le pH lors du
développement des formulations cosmétiques, car la nature des pigments ou des charges

minérales peut fortement influencer cet équilibre.

L’analyse microscopique des différentes formulations réveéle la présence de gouttelettes
sphériques dispersées dans une phase continue. Bien que le systeme tensioactif ait été déterminé
selon la méthode du HLB, et que I’émulsification ait été menée a chaud pendant 30 minutes
I’observation microscopique montre des signes de polydispersité marquée et la présence de
gouttelettes de grande taille. Ces éléments laissent supposer un début de coalescence,
probablement lié a une énergie mécanique insuffisante ou a une adsorption incompléte du
tensioactif autour de certaines gouttelettes. Ces indices traduisent une stabilité a court terme

relativement correcte.

La caracterisation rhéologique des quatre formulations a été réalisée on utilisant un rhéometre
a travers la mesure de leur viscosité et les résultats sont présentés dans la figure 27. Ce
parametre, essentiel pour évaluer la stabilité et les performances d’application, permet
d’apprécier I’influence de la composition sur les propriétés physico-chimiques des formulations

étudiées.

Les quatre formulations présentent un comportement rhéofluidifiant, marqué par une
diminution progressive de la viscosité en fonction du taux de cisaillement. Ce comportement
est typique aux émulsions de ce type. Ces résultats suggerent que la nature des principes actifs

n’a pas influencé la structure de la formulation et donc son comportement rhéologique.
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La diminution progressive de la viscosité confirme un comportement pseudoplastique,
favorable pour 1’application topique, car ces formulations deviennent plus fluides sous 1’effet

du frottement, facilitant leur étalement sur la peau (Zhai et al. 2023).
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Figure 27: Profils rhéologiques des cremes formulées ; formulation placebo(a), formulation
avec ON(b), formulation avec ONC (c) et formulation aux NPs d’oxyde de fer (d).
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La nanotechnologie représente aujourd’hui un levier majeur dans le domaine des
biotechnologies, notamment pour le développement de matériaux fonctionnels a 1’échelle
nanomeétrique capables d’interagir efficacement avec les systémes biologiques. Les
nanoparticules métalliques, en particulier celles a base d’oxyde de fer, suscitent un intérét
croissant en raison de leurs propriétés physico-chimiques spécifiques, de leur surface
réactive et modifiable, ainsi que de leur potentiel dans diverses applications
biotechnologiques.

Ce travail a porté sur la comparaison entre deux approches d’obtention de nanoparticules
d’oxyde de fer, en vue de leur application biotechnologique. La premicre repose sur
I’utilisation d’ocre rouge, matériau naturel riche en nanoparticules d’oxyde de fer, ayant
subi un lavage préalable. Une partie de cet échantillon a été utilisée sous forme lavée, tandis
qu’une autre a été soumise a une calcination. La seconde approche correspond a une
biosynthése a partir d’un extrait végétal, suivie également d’un traitement thermique. La
calcination, appliquée dans les deux cas, visait & améliorer la cristallinité, a stabiliser la
phase hématite (a-Fe20s) et a maintenir une taille nanométrique favorable aux applications
biologiques.

L’ensemble des nanoparticules sont caractérisées a ’aide de techniques analytiques
spécifiques : la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), qui a permis
d’identifier les liaisons chimiques caractéristiques et les groupements fonctionnels présents
a la surface des particules, et la fluorescence des rayons X (FRX), utilisée pour déterminer
la composition élémentaire et les teneurs minérales, révelant les différences significatives
entre les deux types de matériaux en lien avec leur origine.

Au-dela de la caractérisation physico-chimique, une étude microbiologique a mis en
¢vidence une activité notable des nanoparticules d’origine naturelle, issues de 1’ocre rouge,
qu’elles aient été soumises ou non a une calcination. En revanche, les nanoparticules
obtenues par biosynthése n’ont pas présenté d’effet significatif dans les conditions
expérimentales appliquées, bien que leur potentiel biologique soit reconnu dans la
littérature. Ces résultats soulignent I’impact des conditions de préparation sur les
performances biologiques des nanoparticules étudiées.

Dans une perspective d’application topique, quatre formulations a base de créme neutre ont
¢été élaborées. Une premiére, dépourvue d’agent actif, a servi de creme placebo optimisée.
A partir de cette base, trois échantillons ont été préparés : I’un enrichi en nanoparticules
naturelles non calcinées, une autre contenant des nanoparticules naturelles calcinées, et une
dernier intégrant des nanoparticules d’oxyde de fer biosynthétisées. L’ensemble des
formulations a été soumis a une évaluation physico-chimique approfondie, portant
notamment sur le pH, la viscosité, ainsi que 1’homogénéité macroscopique et
microscopique. Les résultats ont mis en évidence une bonne stabilité globale,
particulierement marquée pour la formulation placebo, qui a montré une excellente
cohésion sans signe de séparation. Certaines cremes enrichies ont néanmoins révelé la
nécessité d’un ajustement préalable ou d’un traitement particulier des principes actifs afin
de garantir une meilleure intégration dans la matrice finale.
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Ces travaux mettent ainsi en lumicre DI’intérét d’explorer des sources naturelles et
biosourcées pour la conception de nanoparticules fonctionnelles, tout en soulignant
I’importance des conditions de préparation sur leurs propriétés finales. Ces résultats ouvrent
la voie a de futures investigations en formulations topiques et en valorisation
biotechnologique.

Dans la continuité de ce travail, nous envisageons effectuer certaines manipulations
cruciales en vue d’une éventuelle valorisation biotechnologique de la formulation
développée :

- Une caractérisation avancée des nanoparticules (comme la microscopie électronique a
Transmission (TEM), la diffraction des rayons X (DRX), I’analyse de surface (BET) ou la
diffusion dynamique de la lumiére (DLS) .

A optimiser la formulation finale en intégrant des conservateurs.

- Des tests de perméabilité cutanée, de cytotoxicité, d’irritation, indispensables pour garantir
I’innocuité d’un produit a usage dermatologique spécifique

- Des tests de I’efficacité des formulations préparées in vitro et in vivo.
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e Appareillage

Matériel

Balance de precision

Agitateur magnétique chauffant
Spectrophotomeétre UV-visible
Centrifugeuse

Vortex

Etuve

Four de calcination

pH-meétre

Homogénéisateur

Microscope photonique

Tamiseuse vibrante de laboratoire

Rhéometre
Lecteur de zone d’inhibition

Bain a ultrasons

e Produits et réactifs

Produit / Réactif
Acide ascorbique
Réactif de Folin-Ciocalteu

Marque / Modele

OHAUS

VELP SCIENTIFICA — Modéle ARE
SHIMADZU

HETTICH UNIVERSAL 2S
HEIDOLPH — REAX 2000
MEMMERT

HERAEUS - electronic
AQUASEARCHER

WiseTis

MAGNUS —

GIULIANI

MCR 302 — ANTON PAAR
Interscience — Scan 1200

P SELECTA

Marque
MERCK
SIGMA ALDRICH

Acide gallique ATLANTICLABO
Quercétine SOFINNOV
DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) MERCK
Méthanol MERCK
Chlorure d’aluminium (AICl) LABKEM
Chlorure de fer (FeCls) CCR GROUPE
Muller Hinton agar TMMEDIA

Huile de vaseline HIMEDIA
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Alcool cétostéarylique
Span 80

Gomme de xanthane
Tween 60

Chloroforme CHCls
L’eau physiologique Nacl
ETHANOL

OFIPHARMA
ASESCHEM
ZAITY
NEUTRONCO
SPECTRUM
IDEAL LABO
HONEYWELL
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