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Résumé

Le présent travail porte sur la synthèse de nanocomposites hybrides à base d’oxyde de graphène,

d’oxyde de graphène réduit et de nanoparticules d’oxyde de nickel par une méthode verte, en

utilisant des extraits de zeste de citron (Citrus limon), une espèce appartenant à la famille des

Rutaceae.

Deux extraits sont préparés : l'extrait aqueux par macération à chaud et l'extrait éthanolique par

extraction au Soxhlet. Les résultats du dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes

indiquent des teneurs élevées, notamment pour l’extrait éthanolique (158 μgEAG/gE, 108

μgEQ/gE) et l’extrait aqueux (116 μgEAG/gE, 60.6 μgEQ/gE).

La synthèse des nanoparticules d’oxyde de nickel et des nanocomposites hybrides par les deux

extraits de citron et par l’acide gallique donne de bons rendements. L’utilisation des méthodes de

caractérisation IR, UV, DRX confirme la synthèse réussie des NPsNiO et des nanocomposites

hybrides GO/NiO et rGO/NiO.

L'évaluation du potentiel antioxydant par la méthode de piégeage du radical libre DPPH révèle

des propriétés antioxydantes élevées pour les extraits aqueux et éthanolique, ainsi que pour les

NPsNiO, les nanocomposites GO/NiO et rGO/NiO.

La détermination de l’activité antibactérienne est réalisée par la méthode de diffusion sur disque

vis-à-vis de la souche bactérienne. Les résultats montrent que les nanocomposites hybrides

possèdent une activité antibactérienne modérée.

Mots-clés : NpNiO, oxyde de graphène, Citrus limon, activités antioxydantes, activité

antibactérienne.



Abstract

This work focuses on the synthesis of hybrid nanocomposites based on graphene oxide, reduced

graphene oxide, and nickel oxide nanoparticles using a green method, employing lemon peel

extracts (Citrus limon), a species belonging to the Rutaceae family.

Two extracts were prepared: aqueous by hot maceration and ethanolic by Soxhlet extraction.

The results of total polyphenol and flavonoid content assays indicated high levels, particularly

for the ethanolic extract (158 GAE/gE, 108 QE/gE) and the aqueous extract (116 GAE/gE, 60.6

QE/gE). The synthesis of nickel oxide nanoparticles and hybrid nanocomposites using both

lemon extracts and gallic acid achieved high yields.

Characterization methods including IR, UV, and XRD confirmed the successful synthesis of

NiO NPs and hybrid nanocomposites GO/NiO and rGO/NiO.

Evaluation of antioxidant potential using the DPPH free radical scavenging method revealed

high antioxidant properties for both aqueous and ethanolic extracts, as well as for NiO NPs,

GO/NiO nanocomposites, and rGO/NiO.

Antibacterial activity assessment was conducted using the disk diffusion method against

bacterial strains, demonstrating moderate antibacterial activity of the hybrid nanocomposites.

Keywords: NiO NPs, graphene oxide, Citrus limon, antioxidant activities, antibacterial activity.



ملخص

النانويةوالجسيماتالمخفض،الجرافينوأكسيدالجرافين،أكسيدعلىتعتمدهجينةنانويةمركباتتخليقعلىالعملهذايركز
Citrus)الليمونقشرمستخلصاتباستخداموذلكالخضراء،الطريقةباستخدامالنيكلأكسيدمن limon،)ينتمينوعوهو
.Rutaceaeعائلةإلى

البوليفينولمحتوىفحوصاتنتائجأشارتسوكسلت.باستخلاصوالإيثانوليالساخنبالنقعمائيمستخلصين:تحضيرتم
،158GAE/gE)الإيثانوليللمستخلصبالنسبةخاصةعالية،مستوياتإلىالكليوالفلافونويد 108 QE/gE)والمستخلص

،116GAE/gE)المائي 60.6 QE/gE.)باستخدامالهجينةالنانويةوالمركباتالنيكللأكسيدالنانويةالجسيماتتخليقحقق
عالية.عوائدالغاليكوحمضالليمونمستخلصاتمنكل

NiOلـالناجحالتوليفXRDوالبنفسجيةفوقوالأشعةالحمراءتحتالأشعةذلكفيبماالتوصيفطرقأكدت NPs
.rGO/NiOوGO/NiOالهجينةالنانويةوالمركبات

لكلعاليةللأكسدةمضادةخصائصعنالحرةالجذورلمسحDPPHطريقةباستخدامالأكسدةمضاداتإمكاناتتقييمكشف
NiOإلىبالنسبةوكذلكوالإيثانولية،المائيةالمستخلصاتمن NPs،النانويةوالمركباتGO/NiO،وrGO/NiO.

النشاطعلىيدلمماالبكتيرية،السلالاتضدالقرصعلىالانتشارطريقةباستخدامللبكتيرياالمضادالنشاطتقييمإجراءتم
الهجينة.النانويةللمركباتالمعتدلللبكتيرياالمضاد

NiO:المفتاحيةالكلمات NPs،للبكتيريا.المضادالنشاطللأكسدة،المضادالنشاطالحامض،الليمونالجرافين،أكسيد
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INTRODUCTION

Les nanoparticules sont des particules de matière dont la taille est comprise entre 1 et 100

nanomètres. Grâce à leur petite taille et leur grande surface spécifique, les nanoparticules

possèdent des propriétés chimiques, physiques et biologiques exceptionnelles[1].

Les nanoparticules et nano-composites hybrides jouent un rôle crucial dans divers domaines

technologiques et environnementaux grâce à leurs propriétés physiques et chimiques uniques,

telles que leur morphologie, taille, forme, nature cristalline, et leur rapport surface/volume

distincts, ainsi que leurs applications diversifiées [1]. Leur capacité à être synthétisés de manière

contrôlée et à être fonctionnalisés offre des opportunités significatives dans des secteurs tels que

la médecine, la catalyse, et le traitement de l'eau. Les nanocomposites sont hautement

prometteurs pour une gamme étendue d'applications technologiques en raison de leur capacité à

connecter les polymères synthétiques, naturels (biopolymères), ainsi que les mélanges, avec des

charges ou particules de dimensions nanométriques.

L’oxyde de nickel, également connu sous le nom de NiO, est un composé inorganique largement

étudié dans divers domaines scientifiques et industriels. Les nanoparticules de NiO possèdent des

propriétés antioxydantes, anticancéreuses, et antimicrobiennes, les rendant prometteuses pour des

applications médicales. Leur petite taille et leur grande surface spécifique augmentent leur

réactivité biologique, permettant une interaction efficace avec les cellules et les agents

pathogènes.

L’oxyde de graphène (GO) est généralement produit par l’oxydation du graphite, ce qui introduit

des groupes fonctionnels oxygénés tels que les hydroxyles, époxydes, et carboxyles sur la surface

du graphène, suivi d’un traitement pour obtenir l’oxyde de graphène réduit (rGO). Le GO (ou

rGO) combiné avec les nanoparticules de NiO forme des nanocomposites avec des propriétés

synergiques exceptionnelles. Ces composites NiO/GO bénéficient des propriétés catalytiques et

une stabilité chimique.

Les composites de NiO/ GO présentent des propriétés biologiques remarquables, ce qui les rend

prometteurs pour des applications médicales et biotechnologiques. Le NiO possède des propriétés

antimicrobiennes et anticancéreuses, tandis que le GO offre une biocompatibilité et une capacité

de chargement de médicaments exceptionnelles. Ces composites ouvrent la voie des innovations
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dans le domaine de la médecine offrant des solutions avancées pour des problemes de santé

complexes.

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour la synthèse de l’oxyde de graphène (GO) et de son

analogue réduit, le rGO. La réduction chimique du GO exfolié est efficace pour produire à grande

échelle du rGO de haute qualité avec une faible teneur en oxygène, à moindre coût et sur une

durée courte. Cependant, cette méthode utilise des agents réducteurs toxiques et instables comme

l'hydrazine, nécessitant une manipulation très prudente et posant des risques environnementaux

significatifs [4]. Par conséquent, il est fortement recommandé d'adopter des approches

respectueuses de l'environnement et vertes pour la synthèse de nanoparticules, en utilisant des

techniques énergétiquement efficaces, des produits chimiques non dangereux, ainsi que des

matériaux biocompatibles et biodégradables [5].

Actuellement, la recherche se tourne vers la synthèse écologique des nanoparticules en utilisant

des extraits de plantes, des micro-organismes et des enzymes [2]. La synthèse verte des

nanoparticules suscite un vif intérêt parmi les scientifiques et les chercheurs en raison de son

caractère rapide, économique, écologique et durable [3]. La décoration de l’oxyde de graphène

(GO) par l’oxyde de Nickel (NiO) utilisant des extraits doux, tel que le citron, représente une

approche verte et durable pour la fabrication de nanocomposites avancés.

Le citron est réputé pour ses propriétés biologiques bénéfiques et sa richesse en métabolites

essentiels. En tant qu’agrume, il est une source importante de vitamine C, un puissant antioxydant

qui renforce le système immunitaire et protège contre le stress oxydatif. De plus, le citron

contient des flavonoïdes tels que la quercétine, connue pour ses propriétés anti-inflammatoires et

ses effets protecteurs sur la santé cardiovasculaire. Les acides organiques présents dans le citron,

principalement l'acide citrique, sont également notables pour leur capacité à favoriser la digestion

en stimulant la production de bile. En outre, les composés phénoliques du citron ont démontré des

effets antimicrobiens et antiviraux, soutenant ainsi son utilisation traditionnelle pour renforcer

l'immunité et combattre les infections. Globalement, la combinaison unique de nutriments et de

métabolites bioactifs fait du citron un aliment précieux pour la santé et le bien-être général
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Notre objectif  est de synthétiser ,caractériser et étudier  des  nanoparticules de l’oxyde de nickel

(NiO NPs), suivi de la décoration de l'oxyde de graphène  par les NiO NPs à l'aide d'extraits de

zeste de citron, l'acide gallique , Cette méthodologie vise non seulement à offrir une alternative

écologique aux méthodes de synthèse conventionnelles, mais aussi à explorer les possibilités de

conception de nouveaux nanomatériaux hybrides pour des applications diversifiées, tout en

minimisant l'impact sur l'environnement.

Ce mémoire est structuré en quatre chapitres :

● Chapitre I : Méthodes de synthèse et propriétés biologiques des nanoparticules de

nickel, de l'oxyde de nickel, et des nanocomposites hybrides à base de l'oxyde de

graphène et de l’oxyde de graphène réduit.

Ce chapitre explore les différentes méthodes de synthèse des nanoparticules de nickel, de

l'oxyde de nickel et des nanocomposites hybrides de graphène, en mettant un accent particulier

sur les méthodes vertes.

● Chapitre II : généralités sur le citrus limon (Rutaceae).

Ce chapitre discute l'utilisation de la plante Citrus limon comme agent réducteur, en

détaillant sa botanique, ses composés phénoliques et ses applications dans le domaine de la

nanotechnologie.

● Chapitre I : Matériels et méthodes.

Ce chapitre décrit le matériel et les méthodes de synthèse utilisés dans les expériences, ainsi

que les techniques de caractérisation employées.

● Chapitre II : Résultats et discussion.

Ce chapitre présente les résultats obtenus lors des expériences et les discute en détail.

Ce mémoire est achevé par une conclusion générale .
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Chapitre I : Méthodes de synthèse et propriétés biologiques des nanoparticules

de nickel, de l'oxyde de nickel, et des nanocomposites hybrides à base de

l'oxyde de graphène et de l’oxyde de graphène réduit.

I.1. Généralités sur les nanoparticules

I.1.1. Introduction

Les nanomatériaux sont considérés comme des matériaux intentionnellement produits ou

modifiés, avec au moins une dimension entre 1 et 100 nanomètres, ou présentant des structures

internes ou de surface à cette échelle [6].

Les nanomatériaux peuvent être classés selon plusieurs critères, notamment leur dimension, leur

composition chimique, leur structure et leurs propriétés. En ce qui concerne la dimensionnalité,

ils peuvent être divisés en trois catégories principales.

Les nanomatériaux 0D, sont des nanoparticules sans dimension étendue, tels que les

nanoparticules métalliques.

Les nanomatériaux 1D,ont une dimension étendue dans une direction, comme les nanotubes de

carbone.

Les nanomatériaux 2D , ont une dimension étendue dans deux directions, comme les feuilles de

graphène[6].

Au cours des deux dernières décennies, un intérêt croissant a été porté sur la synthèse de

nanoparticules métalliques en raison de leurs propriétés uniques et de leurs applications

potentielles dans des domaines tels que l'optique, les matériaux électroniques, catalytiques et

magnétiques, entre autres [7]. Diverses méthodes ont été développées pour la préparation de

nanoparticules métalliques, notamment la réduction photolytique [8], la réduction par extraction

par solvant [9], la technique de microémulsion [10],

Parmi les différentes catégories de nanoparticules métalliques, la préparation de certaines, telles

que le nickel, le cuivre et le fer, présente des défis particuliers en raison de leur tendance à

s'oxyder facilement. Les nanoparticules de nickel suscitent un intérêt particulier en raison de leurs

applications en tant que catalyseurs, conducteurs et matériaux magnétiques.
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I.1.2. Définition et propriétés des nanoparticules

Les nanoparticules (NPs) sont de minuscules assemblages moléculaires avec une taille de l'ordre

du nanomètre, généralement de 1 à 100 nm. Leur taille nanométrique leur confère une grande

surface de contact, améliorant ainsi leur réactivité. Comparable en taille aux protéines et aux

virus, les NPs sont au cœur des nanotechnologies, un domaine de recherche multidisciplinaire qui

explore les propriétés des matériaux à l'échelle nanométrique [11].

Les nanoparticules (NPs) présentent des propriétés physiques et chimiques distinctes en raison de

leur petite taille et de leur grande surface, ce qui les différencie des matériaux en vrac. Leurs

caractéristiques sont étroitement liées à leur taille et leur forme, ce qui induit des effets

quantiques à l'échelle nanométrique. Ces propriétés incluent une augmentation de la bande

interdite avec une diminution de la taille des NPs, un point de fusion plus bas, une résistance

mécanique élevée due à une faible probabilité de défauts, des variations de conductivité

électrique en fonction de la diffusion en surface et de l'ordre cristallin, des changements de

couleur dépendant de la taille pour les NPs plasmoniques, une transition du ferromagnétisme au

supermagnétisme, et une efficacité catalytique accrue grâce à leur grande surface spécifique.[12]

Ces matériaux peuvent être d'origine naturelle, tels que des bactéries ou des particules minérales,

ou d'origine humaine, fabriqués pour des applications spécifiques[13]. Les propriétés uniques des

NPs ouvrent la voie à de nouvelles applications industrielles. [11]

I.1.3. Méthodes de synthèse chimiques des nanoparticules

Les méthodes chimiques de synthèse des nanoparticules offrent un moyen efficace de produire

des films solides sur des substrats ou des nanoparticules dispersées dans des milieux liquides. Ces

techniques comprennent des procédés de dépôt en phase vapeur, comme la déposition chimique

en phase vapeur (CVD), ainsi que des réactions en milieu liquide telles que les méthodes

solvothermale, hydrothermale et sol-gel. Les processus réactionnels typiques incluent l'hydrolyse,

la condensation et la thermolyse. Les particules formées peuvent être séparées du solvant par

décantation ou séchage, et la taille, la forme et la composition chimique des nanoparticules

peuvent être contrôlées en ajustant les conditions de réaction.

Expérimentales, telles que la pression, la température, et la nature des solvants et des

précurseurs[14,15].
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Les méthodes solvothermales utilisent des solvants organiques à des températures supérieures à

leur point d'ébullition, permettant un contrôle précis de la morphologie et de la cristallinité des

nanoparticules. En revanche, les méthodes hydrothermales exploitent des solvants aqueux à haute

température et pression, facilitant la dissolution de substances insolubles dans des conditions

normales et permettant la synthèse de matériaux inaccessibles par d'autres voies[16-18]. La

méthode sol-gel, quant à elle, implique des étapes de recuit qui améliorent la cristallinité des

nanoparticules par coalescence des cristallites[19].

Ces techniques sont largement utilisées pour la production de nanomatériaux dans divers

domaines, notamment l'optique et l'électronique, et se caractérisent souvent par des étapes de

post-traitement sophistiquées.

I.1.4. Applications des nanoparticules

Les nanoparticules trouvent des applications diverses et variées dans de nombreux secteurs

industriels, grâce à leurs propriétés uniques et leurs capacités innovantes. Leur taille

nanométrique confère aux matériaux des caractéristiques améliorées, telles que la résistance

mécanique, la conductivité électrique, les propriétés catalytiques et la réactivité chimique. Ces

avancées technologiques permettent de répondre aux besoins spécifiques de chaque secteur, allant

de l'automobile à l'aéronautique, en passant par l'électronique, l'agroalimentaire, la chimie, la

pharmacie, la cosmétique, l'énergie et l'environnement. Le tableau suivant présente une vue

d'ensemble des applications des nanoparticules en fonction des secteurs d'activité, illustrant ainsi

leur impact transformateur et leur potentiel pour des innovations futures.
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Tableau I.1 : Applications des nanoparticules en fonction des secteurs d’activité.

secteur

d’activité

Technologies/Matériaux Innovants Références

Pharmacie/Santé Médicaments personnalisés, surfaces biocompatibles pour

les implants, adhésifs médicaux hypoallergéniques, vaccins

oraux, techniques d'imagerie médicale avancées

[20]

Agroalimentaire Emballages actifs pour prolonger la durée de conservation,

additifs naturels pour améliorer la qualité, colorants sûrs et

durables, agents anti-agglomérants et émulsifiants

respectueux de l'environnement

[21]

Chimie/Matériau

x

Catalyseurs polyvalents, revêtements anticorrosion avancés,

pigments écologiques, matériaux composites renforcés,

textiles antibactériens et résistants

[22-24]

Cosmétique Crèmes solaires transparentes, maquillage longue durée,

dentifrices abrasifs

[21]

Électronique/Co

mmunications

Cellules solaires à haut rendement, dispositifs de stockage de

données portables, ordinateurs ultrarapides, technologies de

communication sans fil, écrans plats haute résolution

[25]

Énergie Cellules photovoltaïques de nouvelle génération, batteries

avancées, fenêtres intelligentes, matériaux isolants innovants

[26,27]

I.2. Généralités sur les nanoparticules de nickel et de l’oxyde de nickel

I.2.1. Définition et propriétés physico-chimiques.

Le nickel est un métal de transition brillant avec un numéro atomique de 28 et une masse

atomique de 58,7. Il est classé parmi les métaux non ferreux et fait partie des métaux de

transition. Sous forme d'ions, le nickel est principalement présent au degré d'oxydation +2, bien
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qu'il puisse également se rencontrer sous les degrés +3 et très rarement +4. Les composés de

nickel à l'état d'oxydation +2 sont généralement de couleur verte [28].

Le nickel est un métal de couleur blanc légèrement jaunâtre. et de masse volumique de 8,907

g/cm³. À l'état pur, il a une température de fusion de 1453°C et une température de Curie de

359°C, au-dessus de laquelle il perd son magnétisme.Il présente une résistance à la rupture de

350 MPa et une limite d'élasticité de 150 MPa, avec un allongement de 30% à 40%. Sa dureté est

de 150 HV, et il cristallise dans une structure cubique à faces centrées. Le nickel a une

conductivité thermique de 94 W.m^-1.K^-1 à 0°C et une résistivité électrique de 7,2 μΩ.cm à

20°C. son aimantation à surtension est de 0,61 T.[28]

L'oxyde de nickel, connu sous le nom de bunsénite ou protoxyde de nickel[29]est un composé

chimique présentant une structure cristalline variable, incluant le cubique corps centré, la

pérovskite et le cubique face centré(figure II.1). Il se présente sous forme d'une poudre grise

verdâtre, avec une densité et une coloration variables selon le mode de préparation. En tant que

matériau de transition métallique, il possède des propriétés magnétiques antiferromagnétiques et

une excellente stabilité chimique.[30]

l'oxyde de nickel est faiblement soluble dans l'eau. Sa solubilité à 20°C est de 1,1 mg/L[31].

Cette faible solubilité influence son comportement dans les applications chimiques et

environnementales, notamment en déterminant sa disponibilité et son réactivité dans les milieux

aqueux.

Figure I.1: Maille cristalline de la phase NiO [31]

8



I.2.2. Applications des nanoparticules de nickel et de l’oxyde de nickel

L'oxyde de nickel (NiO) est un matériau aux propriétés variées et prometteuses pour de

nombreuses applications technologiques. Le nickel est largement utilisé pour prévenir la

corrosion atmosphérique, en raison de son potentiel standard proche de zéro, et pour sa résistance

à la corrosion à chaud par des gaz, ainsi que pour sa tenue mécanique à chaud.

Le NiO est utilisé dans divers domaines tels que les catalyseurs, les cellules solaires, les diodes

électroluminescentes, les batteries au lithium, les mémoires résistives à changement de phase

(RRAM) en informatique, les capteurs électrochimiques et les biosenseurs [32]. Cependant, cette

diversité d'applications multiplie les risques potentiels de contact avec les animaux et les êtres

humains [33].

Ces nanoparticules présentent des caractéristiques physiques et chimiques uniques en raison de

leur petite taille et de la densité élevée des sites de surface de bord ou de coin. Leurs propriétés

électriques, optiques et catalytiques en font des candidats prometteurs pour une gamme variée

d'applications. Cependant, une attention particulière doit être portée à leur impact sur la santé

humaine et environnementale, nécessitant une évaluation approfondie des risques et une gestion

adéquate lors de leur utilisation et de leur manipulation.

I.3. Généralités sur le graphène et ses dérivés

I.3.1. Le graphène

Le graphène, issu du graphite, a été isolé en 2004 par Andre Geim et Konstantin Novoselov de

l'Université de Manchester, ce qui leur a valu le prix Nobel de physique en 2010[34]. Depuis

cette découverte, le graphène suscite un intérêt croissant, comme en témoigne la multiplication

des publications scientifiques. Défini théoriquement comme une couche individuelle de graphite,

le graphène présente des avantages significatifs dans divers domaines en raison de ses propriétés

mécaniques, électriques, optiques et thermiques exceptionnelles[35].

Lorsqu'il subit un processus d'oxydation, le graphène peut être transformé en oxyde de graphène,

modifiant sa structure par l'introduction de groupes fonctionnels oxygénés tels que les groupes

hydroxyle (-OH), époxy (-O) et carbonyle (-C=O) en surface. L’utilisation de l'oxyde de graphène
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progresse rapidement dans divers domaines tels que les capteurs, le dessalement, le traitement des

eaux usées, la délivrance de médicaments ciblés, les cellules solaires, les supercondensateurs et

les applications biomédicales. Cependant, des limitations subsistent, nécessitant une modification

fonctionnelle, notamment la réduction de l'oxyde de graphène, pour améliorer des propriétés

telles que la résistance électrique et mécanique. L'incorporation d'autres nanoparticules contribue

à améliorer les propriétés chimiques, mécaniques, physiques et biologiques[36].

Le graphite est une forme allotropique du carbone, constituée de couches bidimensionnelles

d'atomes de carbone disposés en hexagones réguliers. Chaque couche est appelée feuille de

graphite et est caractérisée par des liaisons covalentes fortes à l'intérieur de la couche et des

forces de Van Der Waals plus faibles entre les couches. En raison de cette structure en couches, le

graphite est un matériau lubrifiant naturel et un bon conducteur d'électricité[37].

Le graphène représente une forme bidimensionnelle de matériau, formant l'empilement du

graphite. Novoselov et Geim ont réussi à obtenir une monocouche de carbone à partir du graphite

cristallisé de type HOPG (Highly Oriented Pyrolytic Graphite) en utilisant un ruban adhésif suivi

de l'arrachage des couches supérieures de graphène[38]. Cette méthode offre la possibilité de

produire du graphène de haute qualité, tant sur le plan structural qu'électronique, avec des

dimensions de l'ordre de la centaine de microns. Cependant, en raison de sa complexité et de sa

mise en œuvre fastidieuse, son application prédomine dans la recherche fondamentale plutôt que

dans la production à grande échelle.

Figure I.2. Structure du graphite.[37]
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Le graphène est largement utilisé dans la fabrication de batteries rechargeables, de

supercondensateurs, de panneaux solaires et à combustible [39,40]. tfIl joue également un rôle clé

dans la conception de systèmes photodétecteurs, infrarouges et optoélectroniques [41].

Figure I.3 : Synthèse du graphène à partir de l’exfoliation du graphite avec du scotch.

Au cours de la dernière décennie, diverses méthodes de synthèse du graphène ont émergé, se

classant en deux approches distinctes : "top down" et "bottom up". L'approche descendante "top

down"implique la création de graphène à partir de la séparation des feuilles de graphite, utilisant

des techniques telles que l'exfoliation mécanique et chimique. En revanche, l'approche

ascendante, ou "bottom up", implique la formation du graphène par la création d'un réseau

atomique jusqu'à l'obtention de feuilles de la taille désirée. Des techniques telles que l'épitaxie et

le dépôt chimique en phase vapeur (CVD) sont employées à cette fin, La Figure I.5 fournit une

illustration schématique de ces différentes techniques [42].
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Figure I.4 Différentes méthodes de synthèse du graphène [42].

Actuellement, les approches les plus prometteuses pour la synthèse du graphène reposent sur

l'exfoliation suivie de la réduction de l'oxyde de graphite (OG) par la méthode Redox[43-46].

Cette méthode implique une intercalation dans le graphite à l'aide d'agents oxydants forts, suivie

d'une exfoliation de la suspension du graphite. Ces techniques offrent des perspectives plus

attrayantes pour la production de graphène à grande échelle, tout en préservant des propriétés

structurales et électroniques de qualité.

La réduction de l'oxyde de graphène, souvent réalisée avec des substances toxiques comme

l'hydrazine, présente des risques pour la santé et l'environnement. Pour remédier à cela, la

recherche se tourne vers l'utilisation d'extraits de plantes comme agents réducteurs, offrant ainsi

une solution durable, économique et renouvelable, tout en rivalisant avec l'efficacité de

l'hydrazine[47].

I.3.2. L'oxyde de graphène

L'oxyde de graphène (GO) également désigné sous le nom d'oxyde de graphite (GrO) est un

polymère 2D (bidimensionnel) résultant de la transformation d'un matériau en graphite

tridimensionnel composé d'au moins 10 couches. Ces couches possèdent des fonctionnalités

oxygène qui peuvent être exfoliées mécaniquement par des méthodes telles que l'agitation ou la

sonication [48]. Ce processus d'exfoliation donne naissance à des feuilles de graphène à quelques

couches, créant ainsi un matériau connu sous le nom de graphène oxydé (GO).

12



Figure I.5 : Structure de l’oxyde de graphène GO [48].

L'épaisseur exceptionnellement fine de l'oxyde de graphène, d'environ 1 nm, résulte de sa nature

en couche atomique unique fonctionnalisée de carbone. Parallèlement, la longueur latérale de ces

feuilles peut atteindre des dimensions allant jusqu'au micromètre. Cette caractéristique singulière

positionne l'oxyde de graphène à la convergence de deux échelles de longueur distinctes,

exhibant des propriétés à la fois moléculaires et particulières.

En raison de la rupture de la conjugaison et de la formation de zones avec des liaisons sp3 sur sa

structure, l'oxyde de graphène est un isolant électrique. Cela signifie qu'il a une faible

conductivité électrique, contrairement au graphène pur qui est un excellent conducteur

électrique.[49]

L'oxyde de graphène (GO) présente une diversité d'applications significatives, soulignées par ses

propriétés unique,possède une grande surface spécifique 736,6 m²/g . En solution aqueuse. Cette

grande surface spécifique offre des opportunités pour des applications liées à l'adsorption de

molécules et à la catalyse.[50]

En raison de l'abondance des groupes fonctionnels d'oxygène sur sa surface, l'oxyde de graphène

est facilement dispersé dans l'eau et d'autres solvants organiques. Cette propriété rend le GO
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adaptable à diverses applications [51] , telles que le stockage d'énergie, l'électronique, les

biocapteurs, les tuyaux, la médecine et le traitement des eaux usées [52-54].

La méthode la plus largement utilisée pour préparer l'oxyde de graphène est actuellement la

méthode Hummers, qui implique l'utilisation de NaNO3, H2SO4 et KMnO4. Cette approche est

fréquemment adoptée en raison de son efficacité dans l'utilisation et la récupération de NaNO3,

ainsi que de l'amplification de la réaction de KMnO4 dans un mélange [55].

I.3.3. L'oxyde de graphène réduit (rGO)

La réduction de l'oxyde de graphène est le processus de transformation des plaques d'oxyde de

graphène en une seule molécule [56]. En d'autres termes, l'oxyde de graphène réduit (rGO) est

une variante des feuilles d'oxyde de graphène monomoléculaires dont les groupes fonctionnels

contenant de l'oxygène ont été éliminés par divers procédés de traitement. Ce processus de

réduction est crucial, car il influence significativement la qualité du produit final. En effet, la

méthode utilisée détermine à quel point la qualité du rGO se rapproche de celle du graphène

parfait [57]. L'oxyde de graphène réduit est particulièrement intéressant pour des applications

telles que le stockage d'énergie à grande échelle, notamment en raison de sa facilité de fabrication

à grande échelle, contrairement au processus plus complexe de production du graphène.

L'oxyde de graphène réduit (rGO) est un matériau conducteur, avec une conductivité électrique

qui peut être comparable à celle du graphène. Cette propriété le rend intéressant pour des

applications telles que les capteurs, les électrodes et les condensateurs.[58]

Figure I.6 : Structure chimique passer de l’oxyde de graphène à l’oxyde de graphène réduit .
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De plus, le rGO est un matériau thermiquement conducteur, résistant et transparent avec un

faible coefficient d'absorption. Ces propriétés le rendent utile dans les batteries lithium-ion,

lithium-soufre et lithium-oxygène pour les applications de stockage d'énergie.

Les nanoparticules de rGO ont été caractérisées par diverses techniques analytiques pour étudier

leurs propriétés chimiques. La spectrophotométrie UV-Visible a révélé des pics d'absorption

caractéristiques [59], la diffraction des rayons X (XRD) a montré une réduction efficace de

l'oxyde de graphène en rGO [60], la spectroscopie Raman a mis en évidence les défauts et la

structure des couches de graphène [61][62], tandis que la microscopie électronique à balayage

(MEB) a fourni des images détaillées de la morphologie et de la structure multicouche du rGO

[63].

Figure I.7 : Schématisation de la synthèse de graphène par oxydation de Hummer

exfoliation et réduction thermique.

I.4. Généralités sur les nanocomposites hybrides de graphène

I.4.1. Définition et propriétés des nanocomposites hybrides de graphène

Les systèmes hybrides à base de graphène ou d'oxyde de graphène jouent un rôle crucial dans une

multitude de domaines d'application contemporains. Cette importance découle de la structure

cristalline lamellaire unique de ces matériaux, qui se caractérise par un agencement en réseau en

nid d'abeilles de carbone. Les chercheurs exploitent cette structure en formant des hybrides dans

lesquels le graphène interagit avec d'autres matériaux ou structures. Ce couplage est rendu

possible par les interactions générées à la surface du graphène, permettant aux atomes de carbone

d'établir aisément de nouvelles liaisons [64].
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L'intégration de nanoparticules métalliques suscite un vif intérêt en raison de leurs propriétés

physiques et chimiques distinctes par rapport aux métaux en masse [65]. En dispersant ces

nanoparticules métalliques sur un support d'oxyde solide, l'agglomération est évitée, améliorant

ainsi l'accessibilité des molécules du substrat, la résistance mécanique et d'autres caractéristiques.

De plus, les nanoparticules métalliques sur un support d'oxyde solide démontrent une efficacité

catalytique, une spécificité et une sélectivité accrues par rapport à leurs homologues non

supportés [66].

Les nanocomposites hybrides organiques-inorganiques à base de graphène exhibent une vaste

gamme de propriétés remarquables, résultant de l'association de composants organiques et

inorganiques. Par exemple, la dispersion d'oxyde de graphène réduit dans le caoutchouc naturel a

entraîné une amélioration significative des propriétés mécaniques, électriques et thermiques [66].

Des études ont montré des améliorations significatives des propriétés physicochimiques grâce à

l'ajout de graphène [67]. Par ailleurs, les recherches de Y. Hwang et al. sur les électrodes

conductrices transparentes à base de graphène et de fibres métalliques ont révélé des

performances exceptionnelles en termes de stabilité, de transmission élevée et de flexibilité,

soulignant leur potentiel pour des applications optoélectroniques [68]. De plus, les travaux d'A.

Qurashi et al. sur la photoconductivité des nanosystèmes hybrides ZnO/Gn ont mis en évidence

une photoluminescence intense à température ambiante, ouvrant ainsi la voie à des applications

prometteuses dans le domaine de l'optoélectronique [69].

I.4.2 Synthèse de dérivés de graphène décoré par des nanoparticules métalliques

Le graphène, sous ses différentes formes telles que le graphène , l'oxyde de graphène (GO) et le

graphène réduit (rGO), possède des propriétés exceptionnelles qui en font un matériau de choix

pour diverses applications. Afin d'améliorer et de diversifier ses propriétés, le graphène peut être

décoré avec des nanoparticules métalliques. Cette décoration permet de combiner les

caractéristiques uniques du graphène avec les propriétés spécifiques des nanoparticules, ouvrant

ainsi la voie à de nouvelles applications dans les domaines de la catalyse, de l'électronique, de la

détection et de l'énergie. Les procédés de décoration sont variés et adaptés en fonction du type de

nanoparticule et de la forme de graphène utilisée.

Le tableau ci-dessous résume quelques travaux de décoration de l’oxyde de graphène et l’oxyde

de graphène réduit par des nanoparticules métalliques.
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Tableau I.2 : Décoration du GO et du rGO avec des nanoparticules Métalliques et les procédés

associés.

Type Nanoparticule Procédés de décoration Références

GO Cu2O Méthode Hummers modifiée [70]

GO ZNO Méthode de Hummers puis réduction

chimique

[71]

rGO CuO Traitement thermique et électrofilage [72]

rGO Pt Méthode de Hummers puis réduction chimique [73]

rGO TiO2 Préparation hydrothermale des NPs et

décoration + réduction thermique du GO

[74]

rGO SnO2 Synthèse solvothermique [75]

rGO NIO Méthode de Hummers puis réduction

chimique

[76]

rGO ZnO synthèse in situ de nanocomposites

ZnO-GO avec réduction postérieure par

hydrate d'hydrazine.

[77]

I.4.3. Application des nanocomposites de graphène dopé par des nanoparticules

Les nanocomposites de graphène dopé par des nanoparticules peuvent être utilisés dans des

capteurs de gaz hautement sensibles pour la détection des gaz polluants tels que le NOx et le SOx

émis par les véhicules. Ces capteurs peuvent détecter de faibles concentrations de gaz avec une

sensibilité accrue [78]
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Ces nanocomposites peuvent également être employés dans la fabrication de supercondensateurs

en raison de leur grande conductivité électrique et de leur grande surface spécifique, permettant

ainsi une haute densité d'énergie et une longue durée de vie [79].

De plus, les nanocomposites de graphène dopé peuvent être utilisés dans les batteries au

lithium-ion pour améliorer la conductivité électrique et la stabilité cyclique des électrodes,

augmentant ainsi les performances des batteries [80].

Enfin, ces nanocomposites peuvent être intégrés dans des dispositifs électrochromiques pour

contrôler la transmission de la lumière en fonction d'un champ électrique appliqué, trouvant des

applications dans les fenêtres intelligentes, les lunettes intelligentes, etc. [81].

I.5. Méthode de synthèse verte des nanoparticules de l’oxyde de nickel et de l’oxyde de

graphène réduit

I.5.1. Introduction

L'utilisation de méthodes chimiques, telles que l'hydrazine comme agent réducteur pour la

synthèse de l'oxyde de graphène (GO), a suscité des préoccupations croissantes en raison de sa

toxicité pour l'environnement et les organismes vivants [82]. Traditionnellement, la synthèse des

nanoparticules (NP) repose sur des réactions de réduction/oxydation, nécessitant souvent des

milieux organiques toxiques et coûteux, ainsi que des agents de coiffage hydrophobes pour

prévenir l'agglomération et l'oxydation de surface [83].

L'approche verte exploite les capacités de la nature à fabriquer des matériaux inorganiques à

l'échelle micro et nanométrique en utilisant des biomolécules, des micro-organismes et des

extraits de plantes comme agents réducteurs. Par exemple, les agrumes, riches en composés

antioxydants tels que les caroténoïdes, l'acide ascorbique, les tocophérols (vitamine E) et les

polyphénols, sont particulièrement efficaces pour ces applications [84].

Les micro-organismes tels que les bactéries, les levures et les champignons sont également

utilisés comme agents réducteurs et stabilisants. Bien que la production de nanoparticules par des

méthodes microbiennes soit plus lente que celle utilisant des extraits de plantes, elle offre des
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avantages tels que la viabilité économique, une mise à l'échelle simplifiée et une manipulation

facile de la biomasse.

En réponse à ces préoccupations, l'approche de la "réduction verte" a été développée pour réduire

l'impact environnemental tout en maintenant l'efficacité de la réduction du GO.

I.5.2. Étude antérieure sur la synthèse verte des nanoparticules de l’oxyde de nickel

La synthèse verte des nanoparticules d'oxyde de nickel (NiO) utilise des composés naturels

présents dans les extraits de plantes comme agents réducteurs et stabilisants, offrant une méthode

respectueuse de l'environnement, rentable et simple. Les vitamines, les sucres réducteurs et les

polyphénols présents dans les sécrétions végétales sont reconnus pour leur capacité antioxydante,

permettant d'obtenir des dispersions stables de nanoparticules dans des milieux aqueux.

Raj et Viswanathan [85] ont démontré la synthèse de nanoparticules de nickel en milieu

éthanolique, utilisant du saccharose comme agent réducteur et de l'huile végétale comme agent

stabilisant. Ils ont montré que le nitrate de nickel est le précurseur le plus efficace et que le

saccharose est le meilleur agent réducteur en termes de chaleur de réaction calculée. Sudhasree et

al. [86] ont comparé la méthode chimique conventionnelle utilisant l'hydrazine avec une méthode

biologique utilisant l'extrait de racine de Desmodium gangeticum pour la synthèse des

nanoparticules de nickel. Helen et Rani [87] ont synthétisé des nanoparticules de nickel en

utilisant une solution aqueuse de sulfate de nickel et un extrait de tubercule de racine de

Dioscorea comme agent réducteur et coiffant. Ces études démontrent l'efficacité des extraits de

plantes dans la fabrication de nanoparticules de nickel.

La synthèse verte des nanoparticules d'oxyde de nickel (NiO) a également été largement étudiée.

Yuval Kumar et ses collègues [88] ont synthétisé des nanocristaux de NiO en utilisant du nitrate

de nickel comme précurseur et des déchets de peau de ramboutan comme agent réducteur et

stabilisant, puis ont vérifié leur activité antibactérienne en les enduisant sur la surface d'un tissu

en coton. Parmi les plantes utilisées dans la synthèse des nanoparticules de NiO, on peut citer

l'Eucalyptus globulus, une espèce riche en molécules biologiquement actives comme les

terpénoïdes et les polyphénols, notamment les dérivés du phloroglucinol, les flavonoïdes et les

tanins [89]. Ces méthodes montrent que les extraits de plantes peuvent servir de substituts
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écologiques et efficaces aux agents chimiques traditionnels dans la production de nanoparticules

de NiO et de nickel, offrant ainsi des applications potentielles en biotechnologie et en médecine

I.5.3. Étude antérieure sur la synthèse verte de l’oxyde de graphène réduit

L'emploi de la nanotechnologie verte, utilisant des agents réducteurs comme les biomolécules, les

microbes et les phytoextraits, est devenu crucial pour surmonter les limitations des méthodes

traditionnelles. Les biomolécules comme les protéines, les acides aminés, les polysaccharides, les

alcaloïdes, les composés polyphénoliques, les enzymes, les agents chélatants et les vitamines

jouent un rôle clé dans ce processus[90][91]. Cette approche biologique pour la synthèse du

graphène est respectueuse de l'environnement, économique et efficace.

● À partir de microorganismes

La bio-réduction de GO par des micro-organismes tels que Geobacter[92], Shewanella[93],

Azotobacter chroococcum[94], Bacillus subtilis [95], et Escherichia coli[96], a été explorée

comme une alternative prometteuse. Salas et al. ont montré que Shewanella peut réduire le GO en

conditions anaérobies en utilisant les électrons du métabolisme cellulaire[93].Les groupes hème,

en transférant des électrons, peuvent faciliter cette réduction, catalysée par des enzymes telles que

la peroxydase ou le cytochrome c[97].

Figure I. 8 : Intervention des groupes Heme pour générer les électrons nécessaires à la

réduction du GO.[97]

D'autres bactéries, comme Bacillus subtilis, ont été utilisées pour développer des

supercondensateurs, et des bactéries extrémophiles ont produit du graphène hautement
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conducteur[95]. Escherichia coli, en fermentation acide mixte, a montré des propriétés

bactéricides dans la réduction des nanofeuilles de GO[96]. La réduction bactérienne de GO peut

également être catalysée par des enzymes comme la glucose oxydase, permettant une

manipulation in situ de ce matériau.

● À partir de biomolécules

nombreuses études ont montré que les sucres réducteurs tels que le glucose, le fructose et le

saccharose agissent non seulement comme des agents réducteurs doux vis-à-vis de l'oxyde de

graphène, mais se comportent également comme d'excellents agents de coiffage dans la

stabilisation des nanofeuillets de graphène synthétisée [98].

Figure I.9 : Réduction du graphène oxydé par les sucres.[98]

L'utilisation de l'acide ascorbique (AA) comme premier agent réducteur respectueux de

l'environnement pour le graphène oxydé (GO). A marqué une avancée significative, remplaçant

efficacement l'hydrazine toxique dans le processus de synthèse[99]. Les travaux de recherche ont

mis en évidence que le l’oxyde de graphène réduit rGO par l'AA présente des propriétés

physiques, notamment une conductivité électrique, comparables voire supérieures à celles

obtenues avec l'utilisation d'hydrazine[100].

Dans divers domaines d'application, la réduction du GO par l'AA a montré des résultats

prometteurs, notamment dans la fabrication de capteurs, de cellules solaires sensibilisées aux

colorants et de fibres flexibles de graphène. L'élimination efficace des groupes fonctionnels
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oxygène par l'AA, avec des rapports C/O pouvant atteindre 12, souligne la facilité et l'efficacité

de cette méthode [101]. Cependant, le contrôle précis du degré de réduction reste un point crucial

dans certaines applications où la présence de ces groupes fonctionnels peut être bénéfique[102].

L'acide gallique (GA), un acide organique naturel composant trois groupes hydroxyles adjacents

sur son cycle benzénique, possède une capacité significative à réduire le GO. Les composés

phénoliques, dont l'acide gallique, peuvent être stabilisants, prévenant l'agrégation des feuilles de

graphène réduit (rGO)[103][104].

La réduction de l'oxyde de graphène par l'acide gallique est généralement due à l'immersion du

GO dans une solution contenant l'acide gallique, suivie d'un traitement thermique. L'acide

gallique est en contact avec les groupes fonctionnels oxygénés présents sur le GO, ce qui facilite

leur élimination et favorise la restauration de la structure sp2 du graphène. Ce processus permet

de produire du graphène réduit (rGO) avec une conductivité électrique améliorée et des propriétés

plus proches de celles du graphène pur.

● À partir des extraits des plantes

Divers composés phytochimiques issus de différentes parties des plantes, tels que les feuilles, la

peau, les racines, ont été identifiés comme des sources potentielles de biomolécules, comprenant

des protéines, des vitamines, des acides aminés, des saccharides, des alcaloïdes, des pectines, des

composés alcooliques, des flavonoïdes et des enzymes [105]. Ces composés présentent un

potentiel prometteur en tant qu'agents réducteurs et de coiffage dans la bio-réduction et la

formation de graphène à partir de l'oxyde de graphène (GO).

Des études ont démontré le succès de la réduction de l'oxyde de graphène en utilisant des

solutions à base de composés phytochimiques, tels que le thé vert riche en polyphénols [106], les

racines de carottes sauvages grâce à la présence de micro-organismes endophytes [107], et

l'extrait aqueux d'Amaranthus dubius comme agent réducteur, soulignant la performance de cet

extrait en tant qu'agent de coiffage [108].

D'autres plantes, telles que l'écorce d'orange, les feuilles de Colocasia esculenta, Mesua ferrea

Linn, Ginkgo biloba, et l'eau de coco de Cocos nucifera L., ont également été étudiées pour leur
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capacité à réduire l'oxyde de graphène, démontrant des applications potentielles dans divers

domaines, notamment dans la bioimagerie, et l'administration de médicaments [109][110].

Le tableau ci-dessous résume quelques travaux de la réduction de l’oxyde de graphène par les

extraits de plantes . Chaque agent a été testé dans des conditions différentes, comprenant le

temps, la concentration et la méthode, suggérant des applications potentielles dans la réduction de

l'oxyde de graphène.

Tableau I.3 : Résumé de la mise en place du processus de réduction de l'oxyde de graphène par

des extraits de plantes.

Agent réducteur méthode Temps Go concentration Référence

hibiscus sabdariffa Agitation 1h 0,4 mg/ml [113]

allium cepa (oignon) sous agitation 6h 50 mg/ml [108]

raisins(vitis vinifera) reflux 1,3 et 6 h 0,6 mg/ml [109]

chrysanthemum reflux 24 h 0,1 mg/mL [110]

aloe vera reflux 8h 6 mmol [111]

ocimum reflux 10h 0.5 mg/ml [112]

rose de damas autoclave 5h 7 mg/m [113]

ficus carica 24h 5 mg/ml [114]

thé vert reflux 8h 0,5 mg / ml [115]
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Agent réducteur méthode Temps Go concentration Référence

Fleur de souci 3 heures 0,625 mg/ml [115]

racine de carotte reflux 24 heurs 0,5 mg/ml [115]

Peltophorum

pterocarpum

Sonication et

agitation

24h et 10

min

0.35 mg/ml [116]

Girofle (Syzygium

aromatique)

reflux 30 min 1,6 mg/ml [117]

Allium sativum (gousses

d'ail)

Chauffé 3 h 5 mg [118]

Épinards (Spinacia

oleracea)

reflux 30 min 1,6 mg/ml [119]|

Extrait de feuille

d'eucalyptus

reflux 8 h 0,5 mg/ml

​

[120]

Cannelle

(Cinnamomum

zeylanicum)

Reflux 45min 1,6 mg/ml [121]

Artemisia annua sonication et

agitation

24 h 1 mg/ml [122]
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I.6. Propriétés biologiques des nanoparticules d’oxyde de nickel et de l’oxyde de graphène

réduit et des nanocomposites hybrides à base de graphène.

I.6.1. Propriétés biologiques des nanoparticules d'oxyde de nickel (NiO)

L'activité antioxydante des nanoparticules de NiO synthétisées chimiquement et du standard,

l’acide ascorbique, à des concentrations de 2 à 10 µg/mL, a montré que les nanoparticules de NiO

possèdent une activité de piégeage des radicaux DPPH allant de 8,89 % à 63,44 %. Cette activité

est inférieure à celle de l'acide ascorbique à la même concentration [123].

En autre, le test de sensibilité effectué sur les nanoparticules de cuivre et de nickel contre trois

micro-organismes, à savoir E. coli, K. pneumoniae et P. typhus, a montré qu'ils ont une activité

antimicrobienne efficace vis-à-vis de ces bactéries pathogènes [124].

Les nanoparticules de l’oxyde de nickel (NiONPs) biosynthétisées à partir d'extraits de feuilles de

Moringa oleifera ont démontré un potentiel bactéricide important contre des souches

multirésistantes de bactéries Gram-positives et Gram-négatives [125]. Les résultats obtenus de la

même étude sur les (NiONPs) synthétisés à partir d'extraits de feuilles d'Aegle marmelos ont été

similaires [126].

L’activité antibactérienne des nanoparticules vertes d'oxyde de nickel synthétisées à partir de S.

aureus, P. aeruginosa et E. coli a été également étudiée [127].

Une étude réalisée sur les nanoparticules d’oxyde de nickel (NiONP) biosynthétisées à partir

d'extraits de feuille de l’espèce Sageretia thea a montré une efficacité sur cinq souches fongiques

pathogènes testées [128].

Par ailleurs, l’activité anticancéreuse des nanoparticules de l’oxyde de nickel (NiONPs)

biosynthétisées par l’extrait de l'espèce Geranium wallichianum a été étudiée contre des cellules

cancéreuses du foie. Une inhibition de la croissance des cellules d'hépatocarcinome humain

(HepG2) proportionnelle à la concentration de NiO NP a été observée [190]. D’autres travaux ont

montré l’activité anticancéreuse des (NiONPs) biosynthétisées contre les cancers du côlon, du

sein, du foie et du poumon [129][130].
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Les nanoparticules de NiO préparées à partir de l'espèce Averrhoa bilimbi ont montré une activité

antidiabétique notable en inhibant efficacement l'α-amylase, avec une CI50 de 311,26 μg/mL

[131]. De plus, ces nanoparticules ont également démontré une activité antidiabétique

significative par rapport à la metformine. Cela suggère un fort potentiel pour l'utilisation de ces

nanoparticules dans le traitement ou la gestion du diabète [132].

I.6.2. Propriétés biologiques de l’oxyde de graphène réduit et de ses nanocomposites hybrides

Le graphène et ses nanocomposites, tels que le graphène oxydé réduit (rGO) associé à des

nanoparticules, présentent des propriétés biologiques prometteuses, notamment des activités

antibactériennes et antioxydantes.

L'activité antioxydante du rGO a été évaluée à l'aide des modèles de radicaux libres DPPH et

ABTS+. Les résultats montrent que le rGO possède une activité antioxydante relativement faible

par rapport à d'autres composites. Cette faible activité est due à la mauvaise solubilité du rGO

dans les systèmes de test et à sa faible capacité à agir comme donateur d'hydrogène, malgré la

présence de nombreux groupes hydroxyles sur sa surface [133]. En effet, les groupes OH présents

sur les sites basaux du rGO ne facilitent pas la stabilisation des radicaux par résonance, ce qui

limite son efficacité comme antioxydant.

Les propriétés biologiques de l’oxyde de graphène réduit (rGO) sont variées, mais présentent

certaines limitations en termes d'activité antimicrobienne. Contrairement à d'autres

nanomatériaux, le rGO n'a pas démontré d'effet inhibiteur significatif contre les bactéries

pathogènes testées telles que E. coli, P. aeruginosa et B. cereus. En fait, le rGO a même montré

un effet négatif sur l'activité antimicrobienne des nanocomposites avec lesquels il était combiné.

Cette absence d'activité microbicide pourrait être due à l'agrégation des feuilles de graphène par

les forces de Van Der Waals [134], limitant ainsi leur activité antibactérienne et leur solubilité.

Bien que le rGO ait des propriétés de surface excellentes, ses fortes interactions interplanaires

réduisent son efficacité antimicrobienne. Par conséquent, malgré son potentiel dans d'autres

applications biomédicales, le rGO seul n'a pas montré d'effet antimicrobien significatif dans les

études citées [135].

L'activité antibactérienne des nanocomposites comme rGO-ZnO a été évaluée par la méthode de
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diffusion sur puits d'agar contre plusieurs agents pathogènes bactériens (Klebsiella pneumoniae,

Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa) et fongiques (Candida

albicans, Candida trophicans, Mucor plumbeus, Trichoderma viride). Des antibiotiques standards

comme le kétoconazole ont été utilisés comme référence. Les résultats ont montré une activité

antimicrobienne maximale du nanocomposite contre chaque agent pathogène testé, démontrant

son potentiel comme agent antibactérien efficace [136].

Par ailleurs, l'activité antioxydante du nanocomposite (rGO-ZnO) a été évaluée par plusieurs tests

in vitro, y compris les tests de piégeage des radicaux hydroxyle, peroxydes, et le radical stable

2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Le pourcentage d'activité antioxydante calculé, démonte

une capacité significative du nanocomposite à piéger les radicaux libres DPPH, [137].

I.7. CONCLUSION

Le chapitre 1 de revue bibliographique explore les méthodes de synthèse, les propriétés

biologiques et les applications des nanoparticules de nickel, d'oxyde de nickel, l'oxyde de

graphène et l'oxyde de graphène réduit et de leurs nanocomposites. Il offre une compréhension

complète des avancées dans ce domaine. Les méthodes de synthèse verte des nanoparticules sont

examinées, illustrant des approches respectueuses de l'environnement. Enfin, les propriétés

biologiques, telles que l'activité antimicrobienne et antioxydante, sont discutées, soulignant le

potentiel de ces matériaux dans la recherche biomédicale. Ce chapitre offre ainsi une vue

d'ensemble exhaustive de ce domaine de recherche
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Chapitre II : généralités sur le Citrus limon (Rutaceae)

II.1. Présentation de l’espèce citrus limon ( rutaceae)

II.1.1. Description botanique et répartition géographique.

Le citron (Citrus limon), faisant partie de la famille des Rutacées, est l'une des espèces d'agrumes

les plus importantes après l'orange et la mandarine. Il est largement cultivé dans les climats

tropicaux, subtropicaux et même dans les régions tempérées du monde[138].

Le citronnier est un arbuste vigoureux aux branches robustes et épineuses, de petite taille,

atteignant généralement de 2 à 4 mètres de hauteur.

Les citrons sont des fruits ovales, pointus et mamelonnés à l'extrémité, mesurant généralement de

8 à 12 cm de long. Leur écorce épaisse, appelée zeste, est verte à maturité et vire au jaune,

dégageant une essence caractéristique. La pulpe du citron est acide, et ses graines présentent des

cotylédons blancs. Deux récoltes sont généralement pratiquées chaque année : une en été pour les

fruits et une autre en hiver pour le jus et l'huile essentielle [139].

Les citrus donnents les fruits communément appelés les “agrumes”, comme les citrons , les

oranges, les pamplemousses… membres de la famille des Rutacées, partagent une structure

anatomique similaire, composée principalement de trois parties distinctes : l'épicarpe est composé

de zeste (flavedo), le mésocarpe (albédo) la partie blanche et l'endocarpe (pulpe) la partie interne

ou il se concentre le jus , cette dernière partie riche en sucre solubles, renferme des quantités

significatives de vitamine C, de pectine, de fibres, de différents acides organiques et de sel de

potassium, qui donnent au fruit son acidité caractéristique. [140]
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Figure II.1 : Caractéristique morphologique d’un citrus [140].

Le citrus limon est cultivé principalement dans la côtière méditerranéenne tempérée chaude et

dans les régions tropicales et subtropicales de l’Asie du Sud.

II.1.2. Classification dans la systématique botanique :

Selon Goetz[139] la classification de l'espèce citrus limon dans la systématique botanique est
comme suite :

● RÈGNE : Plantae.

● CLASSE : Magnoliopsida

● ORDRE : Sapindales

● DIVISION : Magnoliophyta

● SOUS-CLASSE : Rosidae

● FAMILLE : Rutaceae

● GENRE : citrus. 

● ESPÈCE : Citrus limon (L.).

● NOMS VERNACULAIRE : citron, citronnier, limonier

En arabe : laymoun ;kares.
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II.1.3. Utilisation et propriétés du citron.

Le Citrus limon, communément appelé citron, est un arbre vivace réputé pour ses applications

polyvalentes dans la médecine traditionnelle, les arts culinaires et les secteurs industriels. La

riche composition chimique de ses fruits, notamment l'huile essentielle et le jus, ainsi l'extrait

aqueux et éthanolique, est depuis longtemps reconnue pour ses valeurs thérapeutiques et

nutritionnelles.[141]

Le citron était utilisé comme remède contre le scorbut, en raison de sa teneur élevée en vitamine

C, avant la découverte scientifique de cet élément essentiel[142]. Les pratiques médicinales

traditionnelles à travers les cultures ont également utilisé les dérivés de citron pour traiter des

affections telles que les toux, l'hypertension artérielle et les irrégularités menstruelles[143].

Le citron, en particulier, a été traditionnellement employé pour traiter divers troubles, y compris

l'acné et les soins du visage[144].

Le citron a été utilisé contre l’insomnie, l’asthme et pour dissoudre des cristaux rénaux, tout en

stimulant l’appétit à travers l'utilisation de zeste[145].

Des études ont également mis en évidence que le citron peut contribuer à abaisser la pression

artérielle et à traiter l’obésité.

En outre, le citron est utilisé par les femmes enceintes pour soulager les nausées et les

vomissements [146]. Ces usages traditionnels sont soutenus par la présence de composés

bioactifs qui confèrent au citron ses propriétés thérapeutiques variées.

II.1.4. Activités Biologiques du citron

Les propriétés thérapeutiques de Citrus limon ont longtemps été associées à leur teneur en

vitamine C, mais il a récemment été démontré que leurs polyphénols, en particulier les

flavonoïdes, jouent un rôle crucial à cet égard. Plusieurs études ont souligné les activités

biologiques importantes des flavonoïdes de Citrus limon, notamment leurs propriétés

antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antioxydantes, anticancéreuses, vasodilatatrices et

antiallergiques[147,148].
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Il a été démontré que l'activité antioxydante des flavonoïdes de Citrus limon, tels que

l'hespéridine et l'hespéritine, ne se limitait pas à leur capacité de piéger les radicaux libres, mais

augmentait également les défenses cellulaires antioxydantes [149].

Grâce à des composés comme l'hespéridine et la diosmine, ayant des actions similaires à la

vitamine P, le citron renforce la résistance capillaire et améliore la circulation veineuse, ce qui lui

confère une activité vasodilatatrice bénéfique[150].

Le Citrus limon présente également des propriétés antiallergiques en raison de sa richesse en

quercétine, hespéridine et diosmine, des inhibiteurs de l'histamine, un neurotransmetteur impliqué

dans les réactions allergiques et inflammatoires[144].

Les flavonoïdes de Citrus limon, tels que la quercétine et l'hespéridine, ont montré une activité

antimicrobienne et antivirale significative, inhibant l'infectiosité et la réplication de divers virus

tels que l'herpès, le poliovirus, le virus para-influenza et le virus syncytial[148].

II.1.5. Composition chimique

Le Citrus limon est composé d'une multitude de composants chimiques, comprenant notamment

des composés phénoliques tels que les flavonoïdes, ainsi que d'autres éléments nutritifs et non

nutritifs tels que les vitamines, les minéraux, les fibres alimentaires, les huiles essentielles et les

caroténoïdes [151][144].

Les principaux composés du citron sont [139].

❖ Les Acides Organiques, tels que l’acide citrique et l’acide malique.

❖ Les hydrates de carbone, exemple le saccharose, le glucose, le lévulose.

❖ Les minéraux comme le Sodium, le calcium, le phosphore, le silicium, le cuivre,

le potassium, le manganèse, le zinc.

❖ Les protéines et les lipides.

❖ Les vitamines :

La vitamine C est un anti-infectieux, elle favorise le système immunitaire et favorise l’absorption

du fer.
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La vitamine A et -carotène sont indispensables à la vision, à la protection des muqueuses et deβ

la peau.

Les vitamines du groupe B (B1,B2 et B3) ont pour effet de transformer l'alimentation en énergie.

❖ Les huiles essentielles

Les HE du citron contient généralement de 90 % limonène, ainsi que d'autres composés tels que
-pinène, le -terpinène, le sabinène, citronellal, le linalol et le géraniol comme composeβ γ

majoritaire. [152]

Figure II.2 : Structures des composés majoritaires de HE de citrus limon.

❖ Les composés phénoliques

➢ Les acides phénoliques

Le terme d'acide-phénol peut s'appliquer à tous les composés organiques possédant au moins une

fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique.

Les principaux acides phénoliques de citrus sont représentés ci-dessous
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Figure II.3 : Structures des acides phénoliques de citrus limon.

➢ Les flavonoïdes

Les flavonoïdes jouent un rôle crucial en raison de leurs propriétés médicinales et biologiques,

agissant comme antioxydants et antimicrobiens[153] . Ils interviennent dans la régulation du

stress oxydant de plusieurs manières : en capturant directement les espèces réactives de

l'oxygène, en chélatant des métaux de transition tels que le fer et le cuivre, ou en inhibant des

enzymes comme la xanthine oxydase responsables de la production de ces espèces réactives

[154].

Figure II.4 : Structure générale de base des flavonoïdes[155]

Les flavonoïdes appartiennent à une vaste famille de polyphénols, responsables des teintes

jaunes, orange et rouge observées dans divers organes végétaux. Leur structure moléculaire est
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caractérisée par un squelette carboné de type diphénylpropane, comprenant 15 atomes de carbone

répartis en deux cycles benzéniques A et B reliés entre eux par un noyau (C6-C3-C6) [155].

Des études récentes ont mis en évidence l'influence des flavonoïdes de citron sur le cancer. Les

citroflavonoïdes ont démontré des effets anticancéreux par deux mécanismes : un effet

antimutagène, où des composés comme la naringénine et la rutine offrent une protection contre

les UV, et un effet antiprolifératif, ralentissant la croissance de plusieurs lignées de cellules

cancéreuses et la formation de métastases[148].

Parmi Les principaux flavonoïdes présents dans le citron, nous citons l’hesperidine, la rutine, la

quercétine, naringenine, ils sont représentés dans le schéma suivant :

Figure II.5 : Principaux flavonoïdes présents dans le citron.

II.2 Utilisations de citron dans la synthèse des nanomatériaux

Le Citrus limon a trouvé application dans les méthodologies de synthèse verte, en particulier dans

la réduction de l'oxyde de graphène (GO) pour produire de l'oxyde de graphène réduit

(RGO)[156], ainsi que dans la synthèse de diverses nanoparticules métalliques et
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métalliques.[157-159]. L'exploitation des extraits de citron comme agents réducteurs verts offre

une approche respectueuse de l'environnement et économique pour la fabrication de

nanoparticules avec des applications diverses, allant des soins de santé à la remédiation

environnementale.

Le tableau suivant représente quelques nanoparticules synthétisées par des extraits de citron

(zeste ou jus), leurs propriétés et certaine application.

Tableau II.1 : Propriétés et application de quelques Nanoparticules synthétisées par le citron.

Nanoparticule Propriétés Applications Référence

Nanoparticules

d'argent (AgNPs)

Antibactériennes,

antifongiques et

conductrices

Textiles, pansements,

produits de nettoyage,

catalyseurs, capteurs

[157]

Nanoparticules d'or

(AuNPs)

Optiques,

conductrices, et

biocompatibles

Capteurs, catalyseurs,

thérapies ciblées contre le

cancer, imagerie

biomédicale

[158]

Nanoparticule

d’oxyde de

cuivre (cuo NPs)

Antioxydantes

et photocatalytiques

Traitement des eaux usées et

applications thérapeutiques.

[159]

Nanoparticules

d'oxyde de titane

(TiO2NPs)

Antibactériennes, et

photocatalytiques

Fabrication des cellules

solaires, désinfection de

l'eau et revêtements

autonettoyants

[160]

Nanoparticules

d’oxyde de zinc

(ZnONPs)

Antibactériennes et

photocatalytiques

Fabrication des cellules

solaires, capteur,

catalyseurs, Détection de

gaz

[161]
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II.3. CONCLUSION

Citrus limon, riche en composés bioactifs avec ces activités biologiques intéressants, est un sujet

d'intérêt majeur dans divers domaines, de la médecine à l'industrie. Ce chapitre a exploré ses

nombreuses applications, allant de son utilisation traditionnelle en médecine populaire à sa

contribution à la synthèse de nanomatériaux. Son utilisation dans la synthèse de nanoparticules

métalliques et d'oxyde de graphène réduit est innovantes.

En fin, d'après cette recherche bibliographique , nous constatons qu'aucune étude n’a été réalisée

par la synthèse des nanoparticules de nickel , d'oxyde de nickel ou même de nanocomposites

hybride à base de nickel et de l’oxyde de graphène , en utilisant le zeste de citron.

36



Chapitre III : Matériels et méthodes

III.1. Matériel végétal

L'espèce végétale étudiée est le Citrus limon. Cette espèce a été récoltée au mois de mars 2024

dans la région de Blida, en Algérie. Après lavage du fruit, le zeste de citron est préparé en

coupant la peau jaune (sans partie extérieure blanche) en fines lamelles. Ensuite, le zeste de citron

est séché à température ambiante et à l’abri de la lumière, puis réduit en poudre. Cette poudre a

été extraite par deux méthodes différentes

a) Citron en fines lamelles b) Citron en poudre

Figure III.1 : Zeste de citron a) Citron en fines lamelles ,b) Citron en poudre

III.2. Préparation des extraits de zeste de citron

III.2.1. Préparation de l'extrait éthanolique

La préparation de l’extrait éthanolique a été réalisée à l’aide d'un montage de Soxhlet. Avant

d’extraire les composés phénoliques du zeste de citron, nous avons commencé par une

délipidation avec un solvant organique apolaire, le n-hexane. Le mode opératoire est le suivant:
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Figure III.2: Appareillage d’extraction au soxhlet

Dans un Soxhlet moyen avec un ballon de 500 mL, 37 g de matière végétale ont été placés dans

une cartouche de cellulose et extraits avec 350 mL de solvant. En premier lieu, l’extraction par le

n-hexane pendant 4 heures, suivie de l’évaporation du solvant dans un évaporateur rotatif, nous a

permis d’obtenir l’extrait hexanique qui contient les composés apolaires, y compris l’essence de

zeste de citron.

En second lieu, l’extraction continue du résidu de la plante par l'éthanol jusqu'à épuisement

(c’est-à-dire jusqu'à ce que le solvant en contact avec la plante soit incolore) nous a permis, après

évaporation du solvant à sec et sous vide, de récupérer l’extrait éthanolique. Afin d’obtenir une

masse suffisante, nous avons répété cette opération deux fois. Les extraits ont été conservés dans

des flacons en verre au réfrigérateur jusqu’à utilisation ultérieure.Finalement, l’extrait obtenu est

nommé CEE.

III.2.2. Préparation de la solution aqueuse

Nous avons mesuré avec précision 10 g de zestes de citron à l'aide d'une balance analytique.

Ensuite, les zestes sont placés dans un erlenmeyer de 250 mL avec 100 mL d'eau distillée. Le

mélange est chauffé sur une plaque chauffante à 60 °C pendant 1 heure. Après cette période, le
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contenu de l'erlenmeyer est transféré dans des tubes de centrifugation et centrifugé pendant 10

minutes à 4000 tr/min. Le liquide est récupéré par filtration ordinaire et stocké dans un flacon en

verre au réfrigérateur jusqu’à utilisation.la solution obtenue est noté CEaq.

III.3. Étude qualitative par chromatographie sur couche mince

Afin d’obtenir une bonne séparation des composés existants dans nos extraits, nous avons essayé

plusieurs éluants, dont le meilleur était le système de solvants CHCl₃/MeOH avec une proportion

de 5 ml/5 gouttes. Sur une plaque de CCM, les extraits aqueux et éthanoliques sont déposés à

l'aide d'un capillaire. La plaque est ensuite développée dans une cuve contenant l'éluant,

permettant de séparer les composés en fonction de leur polarité. Après le développement et le

séchage, la plaque CCM est visualisée sous la lumière UV à 365 nm. Les taches laissées par les

composés sont alors observées pour évaluer la séparation

III.4. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols a été réalisé par spectrophotométrie UV-Vis, en utilisant la méthode

colorimétrique avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Cette méthode se base sur la quantification des

composés phénoliques présents dans l'extrait, permettant de déterminer la concentration totale des

composés phénoliques présents dans une espèce végétale, tels que les flavonoïdes et les tanins.

Ce processus repose sur l'oxydation des composés phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu,

entraînant la formation d'un complexe molybdène-tungstène bleu (W8O23). La coloration

formée, avec une absorption maximale à 760 nm, est proportionnelle à la quantité de polyphénols

présents dans les extraits végétaux[162].

Le protocole expérimental utilisé est basé sur celui décrit par Singleton et Ross en 1965.[162]

Dans des tubes à hémolyse en verre, 0,2 ml de chaque extrait (0,2 et 0,5 mg/ml) sont ajoutés à 1

ml de réactif de Folin-Ciocalteu, dilué 10 fois dans de l'eau distillée, puis le mélange est agité.

Après 5 minutes, 0,8 ml de carbonate de sodium (Na2CO3) sont ajoutés. Enfin, le mélange est

incubé à l'obscurité pendant 2 heures à température ambiante et à l’abri de la lumière.

Un témoin est préparé dans les mêmes conditions en utilisant de l'acide gallique. La gamme

d'étalonnage consiste à mesurer les absorbances des différentes concentrations d'acide gallique.

La lecture de l'absorbance des différentes concentrations est faite contre un blanc à 765 nm.
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La teneur en composés phénoliques (T) est calculée selon la formule suivante :𝑇= 𝐶×𝑉
𝑀

● C : Concentration équivalente en acide gallique (mg/ml)

● V : Volume d'extrait (ml)

● M : Poids d'extrait brut utilisé (g)

Figure III.3 : Dosage des polyphénols totaux

III.5. Dosage des flavonoïdes totaux

La méthode du trichlorure d'aluminium est employée pour quantifier les flavonoïdes dans les

extraits éthanolique et aqueux. Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyle (OH) libre

en position 5, susceptible de former un complexe coloré avec le groupement C=O en présence de

chlorure d'aluminium (AlCl₃). Ils forment également des complexes jaunâtres par chélation des

métaux tels que le fer et l'aluminium. Ce processus traduit la perte de deux électrons par le métal

(Al) pour s'unir à deux atomes d'oxygène de la molécule phénolique, agissant comme donneur

d'électrons.[163]

Le protocole expérimental consiste en l’ajout de 1 ml de solution méthanolique de chlorure

d'aluminium à 2 % à 1 ml d’extrait ou de standard. Après 30 minutes de réaction, l’absorbance

est lue à 430 nm par un spectrophotomètre. La concentration des flavonoïdes est déduite à partir

d’une courbe d’étalonnage établie avec la quercétine dans les mêmes conditions. La teneur en
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flavonoïdes est exprimée en microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait

(µg EQ/mg d’extrait).

La teneur en composés flavonoïdes (T) est calculée selon la formule suivante : 𝑇= 𝐶×𝑉
𝑀

● C : Concentration équivalente en acide gallique (mg/ml)

● V : Volume d'extrait (ml)

● M : Poids d'extrait brut utilisé (g)

Figure III.4 : Dosage des flavonoïdes totaux

III.6. Étude de l'activité antioxydante des extraits

Le principe de ce test est basé sur le fait que le DPPH est un radical libre qui a une bande

d'absorption caractéristique de 517 nm liée à la résonance des électrons non appariés. En

présence d'une substance chimique anti-radiculaire, on capture des électrons non appariés de

façon stoechiométrique et les produits de la réaction ne sont plus absorbés que vers 470 nm. Cela

s'explique par une diminution de l'absorption à 517 nm liée à la décoloration de la solution de

DPPH. La méthode de DPPH est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de l’espèce

radicalaire stable DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl) en présence d’un antioxydant donneur

d’hydrogène, qui aboutit à la formation d’une forme non radicalaire, le DPPH-H Le DPPH est un

radical libre de couleur violette qui devient jaune quand il est réduit par un hydrogéne

antioxydant[164].
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Figure III.5 : Action d’un antioxydant sur le radical libre DPPH[164]

Il est possible de suivre la réaction par spectrophotométrie dans le visible et de calculer le

pourcentage d’inhibition du DPPH par l’échantillon à partir de l’absorbance selon la formule

suivante : 𝑰 % =
𝐴

0
−𝐴

𝑒

𝐴
0

× 100

avec A0 : Absorbance du témoin

Ae : Absorbance d'échantillon

Le IC50 est la concentration définie comme la quantité de produit dans l’échantillon nécessaire

pour réduire de 50 % les radicaux libres (DPPH). La concentration inhibitrice médiane peut

également être déduite à partir de la courbe de variation du pourcentage d’inhibition en fonction

de la concentration.

L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits (CEE et CEaq) et du standard acide

gallique(AG) et acide ascorbique (AA) été réalisée en utilisant le radical libre DPPH

(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) comme indicateur. Pour ce faire, différentes concentrations

de chaque extrait sont préparées. On prélève 1 mL de chaque concentration d'extrait, auquel on

ajoute 3 mL de solution méthanolique de DPPH, préalablement préparée à une concentration

de 4 mg/100 mL. Les tubes sont ensuite incubés à l'obscurité pendant 30 minutes. Enfin,

l'absorbance de chaque solution est mesurée à une longueur d'onde de 517 nm à l'aide d'un

spectrophotomètre UV-Vis
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Figure III.6 : Test de DPPH des extraits de citron

III.7. Synthèse des nanoparticules de l’oxyde de nickel et de leurs nanocomposites hybrides

avec l’oxyde de graphène et l’oxyde de graphène réduit.

La synthèse verte des nanoparticules d’oxyde de nickel (NiONPs) a été réalisée en utilisant des

extraits de zeste de citron (éthanolique (CEE) et aqueux -(CEaq)) ainsi que l’acide gallique (AG).

Dans un Erlenmeyer de 250 ml, 3,73 g d’acétate de nickel tétrahydraté sont dissous dans 50 ml

d'eau distillée et chauffés avec agitation constante. Une solution d’extrait est ajoutée goutte à

goutte jusqu'à ce que la couleur de la solution devienne vert foncé. Ensuite, la solution est

chauffée à 60°C pendant 1 heure, centrifugée à 4000 tr/min pendant 15 minutes. En fin, le

précipité esr lavé, séché à 80°C pendant 48 heures, puis calciné à 450°C pendant 4 heures. Les

nanoparticules obtenues sont nommées :

● CEE-NiONPs : Nanoparticules d’oxyde de nickel synthétisées par l’extrait éthanolique

de Citrus limon.

● CEaq-NiONPs : Nanoparticules d’oxyde de nickel synthétisées par l’extrait aqueux de

Citrus limon.

● AG-NiONPs : Nanoparticules d’oxyde de nickel synthétisées par l’acide gallique.

Pour la synthèse des nanocomposites hybrides à base d’oxyde de graphène (GO), le GO est

synthétisé par la méthode de Hummers[57]. Dans un Erlenmeyer de 500 ml, 400 mg de GO et
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800 mg de nanoparticules (CEE-NiONPs, CEaq-NiONPs, AG-NiONPs) sont dispersés dans 400

ml d'eau distillée par sonication pendant 1 heure, puis chauffés à 60°C avec agitation pendant 1

heure. La solution est centrifugée à 4000 tr/min pendant 10-15 minutes. En fin, le précipité est

lavé et séché à 80-100°C pendant 48 heures. Les nanocomposites obtenus sont :

● CEE-GO/NiO : Oxyde de graphène décoré par des nanoparticules d’oxyde de nickel

synthétisées par l’extrait éthanolique de Citrus limon.

● CEaq-GO/NiO : Oxyde de graphène décoré par des nanoparticules d’oxyde de nickel

synthétisées par l’extrait aqueux de Citrus limon.

● AG-GO/NiO : Oxyde de graphène décoré par des nanoparticules d’oxyde de nickel

synthétisées par l’acide gallique.

Pour la synthèse d’oxyde de graphène réduit décoré par des nanoparticules de nickel

(rGO-NiONPs), dans un Erlenmeyer de 1 L, 500 mg de GO et 1,1 g de sels de nickel hydratés

sont mélangés avec 500 ml d'eau distillée. Après sonication pendant 1 heure, 20 ml de l’extrait

choisi sont ajoutés et la solution est chauffée à 60 °C pendant 5 heures. Après centrifugation à

4000 tr/min pendant 20 minutes et plusieurs lavages, le précipité est séché à 80-100°C pendant 48

heures. Les nanocomposites obtenus sont :

● CEE-rGO/NiO : Oxyde de graphène réduit décoré par des nanoparticules d’oxyde de

nickel synthétisées par l’extrait éthanolique de Citrus limon.

● CEaq-rGO/NiO : Oxyde de graphène réduit décoré par des nanoparticules d’oxyde de

nickel synthétisées par l’extrait aqueux de Citrus limon.

● AG-rGO/NiO : Oxyde de graphène réduit décoré par des nanoparticules d’oxyde de

nickel synthétisées par l’acide gallique.

Ces nanocomposites présentent des propriétés améliorées pour diverses applications, avec des

nanoparticules d’oxyde de nickel uniformément dispersées sur la surface du graphène.
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Figure III.7 Protocole de synthèse verte des nanomatériaux (NiONPs,GO/NiO et rGO/NiO)

III.8. Caractérisation des nanocomposites d’oxyde de nickel et des nanocomposites hybrides

à base de l’oxyde de graphène et l’oxyde de graphène réduit

Plusieurs méthodes spectrales ont été utilisées pour caractériser les nanoparticules d’oxyde de

nickel et les nanocomposites hybrides à base d’oxyde de graphène et d’oxyde de graphène réduit,

synthétisés à partir d’extraits de zestes de citron.

III.8.1. Spectrophotométrie d’absorption UV-Visible

La spectrophotométrie UV-visible, qui utilise des longueurs d'onde dans les domaines ultraviolet
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(UV) et visible du spectre électromagnétique, a été employée pour enregistrer les spectres UV des

nanoparticules d'oxyde de nickel (NiONPs), des composites hybrides GO/NIONPs et

rGO/NIONPs. Les mesures ont été réalisées avec un spectrophotomètre à l'École Nationale

Supérieure de Biotechnologie - Taoufik Khaznadar, Constantine en juin 2024. Cet appareil,

permet d'obtenir des résultats fiables et précis et de mesurer l'absorbance selon la loi de

Beer-Lambert. .

III.8.2. Spectroscopie Infrarouge FT-IR

La spectroscopie infrarouge FT-IR (Fourier Transform InfraRed) est une technique d'analyse

spectroscopique qui utilise la région de l'infrarouge du spectre électromagnétique pour identifier

des groupement présents dans un échantillon. Elle convertit un signal temporel en signal

fréquentiel pour analyser comment les liaisons chimiques d'un échantillon absorbent la lumière

infrarouge, produisant ainsi un spectre caractéristique. Ce spectre permet d'identifier les

groupements de l'échantillon grâce à leurs interactions spécifiques avec la lumière

infrarouge.[165]

Pour déterminer la composition chimique des nanoparticules d'oxyde de nickel (NiONPs), ainsi

que des composites hybrides GO/NiONPs et rGO/NiONPs synthétisés avec trois extraits

différents (CEaq, CEE, AG), nous avons utilisé un spectromètre Thermo Scientific équipé d'un

logiciel avancé. Cet appareil permet d'obtenir des résultats précis et fiables en analysant les

échantillons.

III.8.3. Diffraction des Rayons X (DRX ou XRD)

L'analyse de diffraction des rayons X (DRX) a été effectuée à l'aide d'un goniomètre standard

intégré dans le système SmartLab. L'échantillon étudié, comprenant les nanoparticules d'oxyde de

nickel (CEE-NiONPs, CEaq-NiONPs, AG-NiONPs) l'oxyde de graphène décoré par des

nanoparticules d'oxyde de nickel (CEaq-GO/NiO, AG-GO/NiO), et l'oxyde de graphène réduit

décoré par des nanoparticules de nickel (CEaq-rGO/NiO, AG-rGO/NiO), a été exposé à des

rayons X émis par une source hermétique avec une cible en cuivre (Cu), utilisant une longueur

d'onde Alpha1 de 1.540593 Å. Le goniomètre, avec un rayon ajustable entre 90.0 et 331.0 mm, a

permis une mesure précise des angles de diffraction. Les paramètres critiques tels que la tension
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et le courant ont été rigoureusement optimisés pour assurer la reproductibilité et la fiabilité des

résultats. Cette configuration expérimentale a facilité une caractérisation détaillée et précise des

propriétés structurales de l'échantillon.

Les analyses ont été conduites à l'Université Blida 1, par le Service d'Analyse du Laboratoire de

Recherche en Chimie Physique Moléculaire et Macromoléculaire (LCPMM).

III.9. Évaluation des propriétés biologiques des nanoparticules d’oxyde de nickel et des

nanocomposites hybrides à base de l’oxyde de graphène et l’oxyde de graphène réduit

III.9.1. L'activité antioxydante

Pour évaluer l'activité antioxydante des nanoparticules d'oxyde de nickel (CEaq-NIONPs,

CEE-NiONPs, AG-NiONPs) ainsi que des nanocomposites hybrides à base d'oxyde de graphène

(CEaq-GO/NiO, CEE-GO/NiO, AG-GO/NiO) et des nanocomposites hybrides à base d'oxyde de

graphène réduit (CEaq-rGO/NiO, CEE-rGO/NiO, AG-rGO/NiO), un protocole standardisé a été

suivi. Dans ce protocole, une solution de test à une concentration de 0,25 mg/mL dans du

méthanol a été préparée pour chaque type d'échantillon. À cette solution, 3 mL de solution

méthanolique de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) à une concentration de 4 mg/100 mL

ont été ajoutés. Les tubes ont été incubés à l'obscurité pendant 30 minutes à température ambiante

pour permettre la réaction entre les échantillons et le radical libre DPPH. Ensuite, l'absorbance de

chaque mélange a été mesurée à une longueur d'onde de 517 nm à l'aide d'un spectrophotomètre

UV-Vis

III.9.2. L'activité antibactérienne

A. Souches bactériennes utilisées

Les souches utilisées dans les tests de l’activité bactérienne font partie des microorganismes

isolés à partir de produits pathologiques, provenant du laboratoire d'analyse médicale de l'Hôpital

EPH - Hôpital Ibrahim Trichine (Faubourg). Dans ce travail, quatre souches bactériennes ont été

utilisées (voir tableau III.1).
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Tableau III.1 : Souches bactériennes utilisées

B. Évaluation de l’activité antibactérienne

Nous avons testé l’effet antibactérien pour des nanocomposites hybrides à base d'oxyde de

graphène (CEaq-GO/NiO, CEE-GO/NiO, AG-GO/NiO) et des nanocomposites hybrides à base

d'oxyde de graphène réduit (CEaq-rGO/NiO, CEE-rGO/NiO, AG-rGO/NiO) sur la croissance de

quatre souches par la méthode de diffusion en milieu solide (méthode des disques).

Le principe de cette méthode repose sur la diffusion du composé antibactérienne en milieu solide.

Dans une boite de pétri, une suspension bactérienne incubé de 18 à 24 heures de chaque souche

bactérienne est préparée avec l’eau physiologique (NaCl).

Des boîtes de Pétri contenant la gélose de Mueller Hinton sont inoculées. À la surface de chaque

boite, on dépose quatre disques de papier filtre (Whatman n° 5) stériles de 6 mm de diamètre

imbibés par 10 μl d’une seule concentration de 20mg/ml d'échantillon supplémentée de DMSO

L’ensemble est incubé pendant 24 heures à 37°C. Cette méthode est dite l'antibiogramme [166].

Figure III.8 : Méthode de diffusion sur disque[166]
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Souches utilisées Gram

Staphylococcus aureus +

Bacillus cereus +

Pseudomonas aeruginosa -

salmonella enterica -



● Repiquage des souches bactériennes 

Afin d’obtenir des souches pures et jeunes, nous avons effectué un prélèvement des souches

bactériennes qui sont testées par anse et ensemencées selon la méthode de stries sur une boite de

Pétri coulée par gélose nutritive puis incuber 18 à 24 heures à 37°C.

Figure III.9 : Repiquage des souches bactériennes

● Préparation du milieu de culture 

Le milieu est préparé en dissolvant dans un erlenmeyer, on introduit 38g de poudre de gélose

pour Mueller –Hinton (MH) avec 1000 ml d'eau distillé. Ensuite, le mélange est chauffé sur une

plaque chauffante avec agitation continue pour dissoudre la poudre de gélose. Une fois la gélose

est dissoute, elle est versée dans des flacons puis stérilisé dans l'autoclave à 120C° pendant

20min. En fin, elle est conservée dans le réfrigérateur à 4°C. Avant l’utilisation, le milieu de

culture Mueller-Hinton est fondé dans un bain marie à 95C° et coulé en boite de pétrie avec une

épaisseur de 3 mm (environ 10 ml par boite), la gélose est pré-séché avant l'emploi.

Figure III. 10 : Écoulement du milieu de culture.
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● Préparation des disques 

Les disques de 6 mm de diamètre sont stérilisés à 120°C pendant 15 min par autoclavage puis

sont chargés des nanoparticules et nanocomposites.

● Ensemencement 

L’ensemencement est fait à l’aide d’un écouvillon stérile trempé dans la suspension microbienne.

Puis, on flotte l'écouvillon sur la totalité de la surface de MH, en haut et en bas, en strie serrée, un

étalement uniforme en nappe.

Figure III.11 : Ensemencement bactérien a) Préparation de la souche bactérienne avec de l'eau

physiologique (NaCl) b) Ensemencement sur une boîte de Pétrie.

● Dépôt des disques

À l'aide d'une pince stérile, les disques stérilisés, de 6 mm de diamètre, sont imbibés et imprégnés

par différentes concentrations des solutions à tester. Le volume pris de chaque concentration est

de l’ordre de 20 µL, et sont déposés sur la surface de gélose inoculée avec les souches testées.

Les boites de pétri sont incubées à l’étuve pendant 24h à 37°C
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Figure II.12 : Dépôt des disques dans des boîtes de Pétri.

● Lecture de l'aromatogramme 

L'activité bactérienne se manifeste par l'apparition d'un halo d’inhibitions de la croissance

bactérienne autour des disques contenant l'extrait à tester.

Le résultat de cette activité est exprimé par le diamètre de la zone d'inhibition (mm) et peut être

symbolisé par des croix. La souche ayant un diamètre :

- D<10mm: Souches résistantes(-).

- 10mm≤D≤16mm : Souches sensibles(+).

- 16mm≤D≤28mm : Souches très sensibles (++).

- D˃ 28mm : Souches extrêmes sensible (+++) [167].
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Chapitre IV : Résultats et discussion

IV.1. Rendement et composition des extraits par chromatographie sur couche mince.

Le rendement d'extraction ou de synthèse mesure l'efficacité avec laquelle une substance est

obtenue par rapport à la quantité maximale théoriquement possible, exprimée en pourcentage.

C'est une mesure clé en chimie et en pharmacologie pour évaluer la performance des processus

de production. Des paramètres tels que la qualité initiale du matériel végétal, les conditions

opératoires et les méthodes de traitement peuvent tous influer sur le rendement.

Le rendement de l’extrait éthanolique obtenu après délipidation des zestes de citron par le

n-hexane est de 27,52 %. Ce résultat est significatif, car plus d’un quart des composés présents

dans le zeste de citron sont extraits.

Les résultats obtenus de la chromatographie sur couche mince (CCM) montrent, à λ = 365 nm,

des taches colorées distinctes, ce qui indique que les extraits aqueux et éthanoliques contiennent

une diversité de composés avec une polarité variable. L'extrait éthanolique (CEE) est plus riche

que l’extrait aqueux (CEaq). Cela peut s'expliquer par le fait que l’extrait aqueux contient

principalement des composés très polaires, tandis que l'extrait éthanolique contient une gamme

plus large de métabolites secondaires.

Figure IV.1 : Chromatographie sur couche CCM des extraits du zeste de citron après révélation

par UV à 𝛌= 365 nm
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IV.2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes des extraits.

Les analyses quantitatives des phénols totaux, ont été déterminées à partir de l’équation de la

régression linéaire de la courbe d’étalonnage, tracée de l'acide gallique utilisé comme standard.

Tableau IV.1 :Absorbances de l’acide gallique en fonction de concentration.

Concentration

(µg/ml)

7 15 31 62 125 200

Absorbance
(nm)

0.123 0.219 0.383 0.713 1.299 1.765

Figure IV.2 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique

Les taux des flavonoïdes des extraits ont été calculés à partir de la courbe d’étalonnage, tracée en

utilisant la quercétine comme standard.
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Tableau IV.2 : Absorbance de la quercétine en fonction de concentration.

Concentration (µg/ml) 3.125 6.25 12.5 25 50

Absorbance (nm) 0.103 0.211 0.414 0.837 1.570

Figure IV.3 : Courbe étalonnage de la quercétine

La teneur en composés phénoliques totaux ou en flavonoïdes (T) est calculée par la relation

suivante : 𝑇= . 𝐶×𝑉
𝑀

● C : Concentration équivalente en acide gallique ou en quercétine en (µg/ml).

● V : Volume d'extrait (ml).

● M : Poids d'extrait brut utilisé (g).

● T : Teneur en composés phénolique (PPT) ou en flavonoïdes (FT).
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Tableau IV.3 : Teneur en polyphénols totaux (PPT) et en flavonoïdes totaux (FT) des extraits

éthanolique CEE et aqueux CEaq de zeste de citron

Extrait PPT(µg EAG /mg) FT(µg EQ /mg)

CEE 158 108.6

CEaq 116 60.6

Ces résultats montrent que l'extrait éthanolique a une teneur en composés phénoliques et en

flavonoïdes significativement plus élevée que l'extrait aqueux. Cela peut être attribué à la

capacité de l'éthanol à extraire une gamme plus large des composés de la matrice végétale , y

compris des composés légèrement apolaires, en plus des composés polaires.

La teneur de polyphénols totaux plus élevée que la teneur en flavonoïdes, car Les flavonoïdes

sont en effet une sous-classe de polyphénols. Cela signifie que tous les flavonoïdes sont des

polyphénols, mais tous les polyphénols ne sont pas des flavonoïdes. Cela peut être dû à la

présence d'autres classes de polyphénols en plus des flavonoïdes, tels que les acides phénoliques,

les tanins , les stilbènes, etc.

IV.3 Activité antioxydante des extraits

Dans ce travail, nous avons étudié l'activité antioxydante de deux extraits de zeste citron (extrait

éthanolique CEE et extrait aqueux CEaq) par la méthode de pigage du radical libre DPPH .

Afin de comparer leurs activés, nous avons utilisé l'acide ascorbique (AA) et l'acide gallique

(AG) comme molécules de référence. Le pourcentage d'inhibition est calculé par la formule

suivante : PI % =
𝐴

0
−𝐴

𝑒

𝐴
0

×100

avec A0 : Absorbance du témoin

Ae : Absorbance d'échantillon
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Tableau IV.4 : Pourcentages d’inhibition des extraits de zeste citron (CEE , CEaq) de l’acide

gallique (AG) et de l’acide ascorbique (AA).

7,8 ×
10-3

1,5 ×
10-2

3,1 ×
10-2

6,2 ×
10-2

0,125 0,25 0,5 1 2

CEE 10,4 20,6 37,8 64 68,36 80

CEaq 7,99 13,03 24,4 40,58 60,92 73,27

Ac . Ascorbique 9,3 28,51 64,55 73,86 77,25 80 86

Ac. Gallique 16 20,26 39,77 73,35 86,86 88,74 92,49 95,12 98,03

Les valeurs obtenues ont permis de tracer les courbes représentées sur la figure II.4, qui

représentent la variation du pourcentage d'inhibition en fonction des concentrations des extraits et

des standards.

Figure IV.4 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations des extraits de zeste de citron (CEE et CEaq), de l’acide gallique (AG) et l’acide

ascorbique (AA).
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Les extraits présentent une activité de piégeage du radical libre DPPH inférieure à celle des

standards, l'activité de l'acide ascorbique étant inférieure à celle de l’acide gallique.

L'extrait éthanolique montre une activité plus élevée que l'extrait aqueux. Cette variation pourrait

être due à la teneur en polyphénols des extraits, car les polyphénols sont connus pour leur

capacité à neutraliser le radical DPPH , en raison de leur structure chimique. Il est également

important de ne pas négliger les autres composés phénoliques mineurs, car la synergie entre les

différents produits chimiques peut influencer l'activité biologique.

La concentration inhibitrice médiane (IC50) est calculée graphiquement à partir de la courbe de

pourcentage d’inhibition de DPPH .

Les valeurs des IC50 trouvées pour les deux extraits (CEE et CEaq) de zeste de citron, ainsi que

l’acide gallique (AG) et l’acide ascorbique (AA) sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau IV.5 : Valeurs des IC50 des extraits de zeste de citron, de l’acide gallique et l’acide

ascorbique .

Ces résultats sont représentés sous forme d’Histogramme dans la figure ci-dessou :

Figure IV.5 : Histogramme des valeurs IC50 des extraits et des standards.

57

Extraits CEE CEaq AG AA

IC50 (mg/ml) 0,37 0,756 0,055 0,141



L'effet d'inhibition des extraits vis-à-vis le radical DPPH est exprimé par la concentration

d'inhibition à 50%. Les IC50 obtenus ont montré que l'acide gallique présente la valeur la plus

faible ( IC50= 0.055 mg/ml ) suivie par l'acide ascorbique avec un IC50 égale à 0.141 mg/ml et qui

montre une activité très importante par rapport aux extraits (éthanolique CEE et aqueux CEaq)

qui présentent des valeurs à 0,37 et 0,75 mg /ml .

Ces résultats permettent de classer les extraits par rapport aux standards selon leur pouvoir

antioxydant décroissent comme suit : l’acide gallique >l'acide ascorbique >l'extrait éthanolique >

l'extrait aqueux.

IV.4. Rendement des nanoparticules et des nanocomposites hbrides.

La masse et le rendement des NPs de l’oxyde de nickel et des nanocomposites hybrides à base de

l’oxyde de graphène sont représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau IV.6 : Rendement des NPs de l’oxyde de Nickel (NiO) des et des nanocomposites

hybrides à base de GO préparés à partir des extraits éthanoliques et aqueux de Citrus limon (CEE,

CEaq), de l’acide gallique (AG)

NiONPs

CEaq-NiO CEE-NiO AG-NiO

Masse (g) 1,28 0,45 1,34

Rendement (%) 34,23 12,06 35,92

GO/NiONPs

CEaq-GO/NiO CEE-GO/NiO AG-GO/NiO

Masse (g) 0,46 0,179 0,48

Rendement (%) 38,7 14,91 44,22
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NiONPs

rGO/NiONPs

CEaq-rGO/NiO CEE-rGO/NiO AG-rGO/NiO

Masse (g) 0,136 0,099 0,161

Rendement (%) 5,69 3,75 11,71

Les résultats de cette étude montrent que le choix de l'extrait utilisé pour la synthèse des

nanomatériaux a un impact significatif sur les rendements obtenus. L'acide gallique (AG) se

distingue par les rendements les plus élèves dans tous les cas, suggérant une efficacité accrue

dans la formation et l'intégration des nanoparticules d'oxyde de nickel et des nanocomposites

hybrides. pour les extraits de zeste de citron, l'extrait aqueux a donné des rendements supérieurs à

ceux de l’extrait éthanolique , avec une performance généralement meilleure dans les

nanocomposites GO/NiONPs par rapport aux rGO/NiONPs.

Le citron, riche en composés phénoliques, libère des ions hydrogène qui agissent comme

catalyseurs dans la déshydratation de l’oxyde de graphène (GO), favorisant ainsi la formation de

rGO à base de carbone sp2. Cette propriété est cruciale car elle influence directement le

rendement et l'efficacité des nanocomposites formés.

IV.5. Test de solubilité

Avant d'évaluer les propriétés spécifiques des nanocomposites, il est crucial de comprendre leur

comportement en solution. La solubilité est un paramètre fondamental qui affecte directement

l'efficacité et l'applicabilité des nanomatériaux dans divers contextes. Les tests de solubilité ont

été effectués pour trois types de nanocomposites : les nanoparticules d'oxyde de nickel (NiONPs),

les nanocomposites à base d'oxyde de graphène (GO-NiONPs) et les nanocomposites à base

d'oxyde de graphène réduit (rGO-NiONPs). Les solvants utilisés pour ces tests sont l’eau, le

méthanol et le DMSO (diméthylsulfoxyde). Les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous,

indiquant la solubilité relative de chaque nanocomposite dans les différents solvants.
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Tableau IV.7 : Solubilité des Nanomateriaux NiONPs, GO/NiO, et rGO/NiO dans différents
solvants

Solvants Eau Méthanol DMSO

NiONPs + + ++

GO-NiONPs ++ ++ +++

rGO-NiONPs ++ ++ ++++

IV.6. Caractérisation des nps de l’oxyde de nickel et des nanocomposites hybrides.

IV.6.1. Caractérisation des NPs de l’oxyde de Nickel .

La caractérisation des NPs de l’oxyde de Nickel synthétisés (NiO) a été réalisée, par la

spectroscopie infrarouge (IR), spectroscopie UV-visible et la diffraction des rayons X (DRX).

Ces techniques combinées offrent une compréhension complète des propriétés structurales,

chimiques et optiques des nanocomposites, ce qui est crucial pour leur application potentielle

dans divers domaines technologiques.

IV.6.1.1. Analyse par IR

La spectroscopie IR permet d'analyser les liaisons chimiques présentes dans les nanoparticules.

Pour les NiONPs, elle peut révéler les vibrations des liaisons Ni-O, ainsi que d'autres groupes

fonctionnels présents sur la surface des nanoparticules. Cela donne des informations sur la

composition chimique et la structure des nanoparticules NiO.

Les spectres IR enregistrés pour les nanoparticules de l’oxyde de nickel préparé à partir des

extraits de zeste de citron (CEE et CEaq), l'acide gallique AG.
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Figure IV.6 : Spectres IR des nanoparticules de l'oxyde de nickel synthétisé à partir des extraits

a)éthanolique CEE, b) aqueux CEaq, et c) l’acide gallique AG.

La formation de nanoparticules de l’oxyde de nickel est donnée par l’apparition d’une bande

d'absorption entre 400- 500 cm⁻¹, indiquant la présence de liaisons Ni-O. Sur les trois spectres IR,

nous observons des bandes d'absorption entre 1000-1500 cm⁻¹ correspondent aux vibrations

symétriques et asymétriques associées aux groupes fonctionnels O-C=O et C-O.

La bande observée a environ 1200cm-1 corresponde à l'étirement vibrant des groupes C-O-C de

l'époxyde , De plus, une large bande d'absorption à 3676 cm⁻¹ est attribuée aux vibrations

d'étirement des groupements hydroxyles O-H.
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IV.6.1.2. Analyse par UV-Vis

La spectroscopie UV-Vis est utilisée pour déterminer les propriétés optiques des nanoparticules.

Pour les NiO, elle permet de mesurer l'absorption et la réflexion de la lumière dans la gamme

UV-visible.

Les spectres UV-Vis enregistrés pour les nanoparticules de l’oxyde de nickel préparé à partir des

extraits de zeste de citron (CEE et CEaq), et de l'acide gallique AG.

Figure IV.7 : spectres UV-visible des nanoparticules synthétisées à partir de a) Extrait

éthanolique (CEE), b) Extrait aqueux (CEaq), et c) acide gallique (AG)

Les spectres des trois échantillons présentent une bande d'absorption dans la gamme 310-350 nm,

cette bande correspond aux transitions électroniques typiques des nanoparticules de l’oxyde de

nickel (NiONPs). Ces transitions se produisent entre la bande de valence et la bande de

conduction, caractéristiques des semi-conducteurs de NiO.

Les résultats de l’analyse UV confirment la synthèse réussie des nanoparticules d'oxyde de

nickel. Les variations d'absorbance entre les échantillons sont probablement dues aux différences

dans la taille des particules et aux méthodes de synthèse utilisées.
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IV.6.1.3. Analyse par diffraction des rayons X (DRX).

La diffraction des rayons X est cruciale pour déterminer la structure cristalline des NiO. Elle

permet d'identifier les phases cristallines présentes, d'estimer la taille des cristallites et d'analyser

la pureté du matériau. Les pics de diffraction obtenus peuvent être comparés avec une base de

données de structures cristallines pour identifier précisément la phase NiO et évaluer la qualité de

la cristallinité.

Ci-dessous les spectres DRX enregistrés pour les nanoparticules de l’oxyde de nickel préparé à

partir des extraits de zeste de citron (CEE et CEaq) et de l'acide gallique AG.

Figure IV.8 : Spectre de DRX des nanoparticules d’oxyde de nickel a) synthétisées à partir de

référence, b) synthétisées à partir de l’extrait aqueux (CEaq) et c) à partir de l’acide gallique AG
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Les spectres DRX de la figure IV.8 montrent la présence des pics à 37.3°, 43.3°, 63°, 75.4° et

79.4° correspondant respectivement aux plans cristallins (111), (200), (220), (311) et (222)

confirmant la présence des nanoparticules de l’oxyde de nickel (NiONPs) sous sa forme

cubique.

IV.6.2. Caractérisation des nanocomposites hybrides à base d’oxyde de graphène (GO) et

l’oxyde de graphène réduit (rGO).

La spectroscopie infrarouge (IR) et spectroscopie UV-visible (UV-Vis) ont été employées pour

identifier et confirmer la présence de divers groupes fonctionnels dans les nanocomposites

hybrides GO-NiO et rGO-NiO.

IV.6.2.1. Analyse IR

La spectroscopie IR a permis de détecter les vibrations caractéristiques des liaisons chimiques

dans les nanocomposites. Cela fournit des informations sur la composition chimique, la surface et

la fonctionnalisation des matériaux.

Les spectres IR enregistrés pour l’oxyde de graphène GO et les nanocomposites hybrides

GO-NiO et rGO-NiO préparé à partir des extraits de zeste de citron (CEE et CEaq) et de l'acide

gallique AG.

A.GO

Figure IV.9 : Spectre FTIR de l’oxyde de graphène (GO)
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Le spectre FT-IR de GO présente des bandes d'absorption à 3600 cm-1 et 1400 cm-1, qui sont

attribués aux vibrations d'étirement des groupes O-H et C-O des acides carboxyliques présents

sur les bords du GO. La bande apparaitre à environ 1200 cm-1 correspond à la vibration

d'étirement des groupes C-O-C de l'époxyde. De plus, les bandes à 1617 cm-1 et 1500 cm-1

suggèrent respectivement la présence de liaisons C-C et CO dans le GO, confirmant ainsi la

structure chimique du GO.

B.GO/NIONPs

Figure IV.10  : Spectres IR de l'oxyde de graphène décoré par les Nanoparticules d’oxyde de

nickel synthétisées par ; a) extrait éthanolique (CEE), b) extrait aqueux (CEaq) et c) acide

gallique (AG).
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Les spectres FT-IR de l'oxyde de graphène décoré par les Nanoparticules d’oxyde de nickel

synthétisées par les deux extraits du citron et de l’acide gallique ont montrés des bandes des

fonctions portés sur le GO de GO présente à 3600 cm-1 et 1400 cm-1, qui sont attribués aux

vibrations d'étirement des groupes O-H et C-O des acides carboxyliques. Les bandes à environ

1200cm-1, 1617 cm-1 et 1500 cm-1 correspondent respectivement aux groupements C-O-C, C-C

et CO, confirmant ainsi la structure chimique du GO. De plus, les bandes spécifiques des liaisons

Ni-O dans la région inférieure à 600 cm⁻¹ confirment l'intégration réussie des nanoparticules.

En fait, l'introduction des nanoparticules d'oxyde de nickel (NiONPs) dans les différents

échantillons n'affecte pas significativement les bandes d'absorption principales du GO.

C.rGO/NIONPs

Figure IV.11 : Spectres IR de l'oxyde de graphène réduit décoré par les Nanoparticules d’oxyde

de nickel synthétisés par ; a) extrait éthanolique(CEE), b) extrait aqueux (CEaq) et c) acide

gallique (AG).
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L'analyse des spectres FT-IR de l'oxyde de graphène réduit décoré par les Nanoparticules d’oxyde

de nickel rGO/NiONPs, montre que plusieurs bandes caractéristiques du GO sont réduites ou

disparaissent, notamment celles des groupes hydroxyles O-H et epoxydes C-O-C. Cela indique

une réduction effective du GO en rGO, accompagnée d'une diminution des groupes oxydés.

Les bandes spécifiques des liaisons Ni-O dans la région inférieure à 600 cm⁻¹ confirment

l'intégration réussie des nanoparticules de nickel dans les nanocomposites. Les variations dans

l'intensité et la présence des bandes indiquent des différences subtiles dans l'interaction entre le

rGO et les nanoparticules en fonction des agents réducteurs utilisés.

IV.6.2.2. Analyse par UV-vis

Les spectres UV-visible enregistrés pour le GO et les nanocomposites hybrides, GO-NiO et

rGO-NiO préparées à partir des deux extraits de zeste de citron (CEE et CEaq) et de l'acide

gallique AG sont présentés sur la figure IV.12.

Figure IV.12 : Spectre UV-visible de a) l'oxyde de graphène et GO décoré par Nanoparticules
d’oxyde de nickel synthétisés par b)(extrait éthanolique (CEE) c) extrait aqueux (CEaq)

et d) l’acide gallique (AG)
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Le spectre UV-visible de l’oxyde de graphène (GO) présente une bande d'absorption à 250 nm

caractéristique aux transitions π-π* des liaisons C=C dans l'oxyde de graphène. Pour les

composites GO/NiO, les spectres UV-visible montrent une bande d'absorption dans l'intervalle de

230 à 310 nm, indiquant l'intégration réussie des nanoparticules d'oxyde de nickel dans la matrice

de GO. Ces observations confirment que l'ajout des nanoparticules de NiO a significativement

modifié les propriétés optiques du GO.

La variation des absorbances en fonction des différents extraits utilisés pour la synthèse des

nanoparticules de NiO met en évidence l'impact crucial de la méthode de synthèse sur les

caractéristiques finales des nanocomposites. Cette analyse souligne l'importance du choix

approprié des extraits bioactifs et de la compréhension de leur interaction avec les matériaux de

base.

rGO/NiONPs

Figure IV.13 : Spectre UV-visible de l'oxyde de graphène réduit décoré par Nanoparticules
d’oxyde de nickel synthétisés par a) extrait éthanolique (CEE) b) extrait aqueux (CEaq)

et c) acide gallique (AG).
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Les nanocomposites rGO/NiO synthétisés par de l’extrait éthanolique (CEE), l’extrait aqueux

(CEaq) et l’acide gallique (AG) montrent une absorption dans la plage de 264 à 310 nm. Ce

décalage vers des longueurs d'onde plus élevées par rapport au GO seul indique que la réduction

du GO et l'intégration des nanoparticules de NiO ont été effectuées avec succès.

Cette absorption étendue est attribuée aux transitions électroniques dans les nanoparticules de

NiO, confirmant ainsi leur présence et leur interaction avec la matrice de rGO. Bien que les

spectres présentent des nuances dans l'intensité de l'absorption, tous les composites montrent une

absorption significative dans la plage de 264 à 310 nm, ce qui indique une intégration cohérente

des nanoparticules de NiO.

IV.6.2.3 analyse par diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X (DRX) a été utilisée pour analyser la structure cristalline des

nanoparticules NiO et des nanocomposites hybrides GO/NiO et rGO/ NiO.

A.GO

Figure IV.14 : Spectre DRX de l’oxyde de graphène (GO)

On observe sur le spectre DRX de l'Oxyde de Graphène (GO), Figure III.13, deux pics de

diffraction situés à 11.7° et 42.3° caractéristiques aux GO. Le pic au voisinage de 10° (à 11.7°)

est indicateur d'oxydation du graphite et de sa transformation en oxyde de graphène.
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B.GO/NiO

L'analyse DRX des nanocomposites à base d'oxyde de graphène, synthétisés par extrait aqueux de

citron (CEaq) et acide gallique (AG), est présentée dans la figure ci-dessous.

Figure IV.15 : Spectres DRX des nanocomposite à base d’oxyde de graphène a)  extrait

aqueux (CEaq)et b) acide gallique (AG)

par comparaison avec la littérature [169], l’apparition de cinq pics à 37°, 43°, 62°, 76°, et 79°

indique la formation de nanoparticules d’oxyde de nickel (NiO). Le pic observé aux alentours de

10° correspond à l’oxyde de graphène.

C.rGO/Nio

Figure IV.16:Spectres DRX des nanocomposite à base d’oxyde de graphène réduit à) extrait

aqueux (CEaq) et b) acide gallique (AG)
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Les spectres DRX des nanocomposites à base d’oxyde de graphène réduit, préparés à partir d’un

extrait aqueux (CEaq) et d’acide gallique (AG), révèlent un pic entre 23° et 27°, ce qui indique la

réduction de l'oxyde de graphène (GO) en oxyde de graphène réduit (rGO).

IV.7. Activité antioxydante des nanoparticules de l’oxyde de nickel(NiONPs).

L'activité antioxydante des nanoparticules de NiO préparées à partir de différents extraites de

zeste de citron et de (l’acide gallique AG) a été mesurée à une concentration de 0,25 mg/ml , les

résultats obtenus sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau IV.8 : Résultats de l'activité antioxydante de NiONPs synthétisés à partir des extraits,

éthanolique (CEE-NiONps), aqueux CEaq-NiONPs), et de l’acide gallique (AG-NiO).

CEE-NiO CEaq-NiO AG-NiO

PI(%) 28,57 32,36 36,45

D’après les résultats du tableau, nous observons que tous les échantillons testés présentent une

activité antioxydante importante et proche.

Les nanoparticules chargées avec l'acide gallique (AG-NiONPs) présentent la plus haute activité

antioxydante, suivies par celles chargées avec l'extrait aqueux (CEaq-NiONPs), puis par celles

chargées avec l'extrait éthanolique (CEE-NiONPs). Ces variations peuvent être attribuées à la

solubilité des composés dans l’eau.

IV.8 Activités antioxydantes des nanocomposites hybrides à base de l’oxyde de graphène et

l’oxyde de graphène réduit.

L'activité antioxydante des nanocomposites hybrides à base de l’oxyde de graphène

(GO-NiONPs) préparés à partir de différents extraites de zeste de citron et de l’acide gallique AG

a été mesurée à une concentration de 0,25 mg/ml , les résultats obtenus sont regroupés dans le

tableau suivant : 
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Tableau IV.9 : Résultats de l'activité antioxydante des nanocomposites hybrides à base d’oxyde

de graphène (GO) et d’oxyde de graphène réduit.

Nanocomposite CEE-GO/NiO CEaq-GO/NiO AG-GO/NiO

PI(%) 40,05 47,67 55,32

Nanocomposite CEE-rGO/NiO CEaq-rGO/NiO AG-rGO/NiO

PI(%) 86,97 95,79 89,60

PI (%) du GO à 0,25 mg/ ml égal 32,73

Les résultats du tableau montrent que les nanocomposites hybrides plus élevée que celle du GO.

Alors les nanoparticules à base d'oxyde de nickel montre une activité antioxydante lorsqu'elles

sont décorées sur le GO, comparé au GO seul. La réduction du GO en rGO, suivie de la

décoration avec des nanoparticules, offre une amélioration supplémentaire notable de l'activité

antioxydante, dépassant largement les valeurs obtenues avec le GO seul (32,73 %) et même avec

le GO décoré . Nous observons également que dans les nanocomposites à base de l’oxyde de

graphène, l’activité antioxydante la plus élevée et de celle préparée à partir de l’acide gallique

(55,32%) suivie par l’extrait aqueux puis l’extrait éthanolique. Cependant, pour les

nanocomposites à base de l’oxyde de graphène réduit, l'activité antioxydante la plus élevée est

celle de nanocomnposites préparées à partir de l’extrait aqueux (95.79%) suivie de l’acide

gallique puis de l’extrait éthanolique.

Les nanocomposites à base de graphène réduit décoré par des nanoparticules de l’oxyde de nickel

(rGO-NiO) montrent un potentiel antioxydant supérieur, en particulier lorsqu'ils sont synthétisés

avec des agents réducteurs tels que l'acide gallique. Cela suggère que ces matériaux pourraient

être extrêmement utiles dans des applications nécessitant des capacités antioxydantes élevées,

telles que dans les secteurs biomédicaux et agroalimentaires. Théoriquement, les chercheurs

considèrent le rGO comme un faible donateur d'hydrogène. Cette propriété limite son activité

antioxydante, car les structures phénoliques potentielles, qui peuvent stabiliser les radicaux par

résonance après le don d'hydrogène, ne sont pas efficacement présentes dans la structure du rGO.
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Les sites basaux du rGO, où les groupes OH sont placés, créent des sites sp3 par oxydation des

liaisons C=C, ce qui empêche la stabilisation efficace des radicaux.

En conclusion, la réduction du GO en rGO et la décoration avec des nanoparticules de NiO,

combinée par utilisation d'agents réducteurs naturels , jouent un rôle crucial dans l'amélioration

de l'activité antioxydante. Cette stratégie pourrait être optimisée davantage pour maximiser

l'efficacité des nanocomposites dans diverses applications. L'activité antioxydante des

nanocomposites synthétisées à partir de l'extrait aqueux est plus élevée que celle synthétisée à

partir l’extrait éthanolique , cela revient peut-être à ce que les nanocomposites de CEaq-GO/NiO

et CEaq-rGO/NiO présentent des caractéristiques structurelles différentes de celles des

CEE-GO/NiO et CEE-rGO/NiO ce qui pourrait influencer leurs performances antioxydantes.

IV.9. Activité antibactérienne des nanocomposites hybrides à base de l’oxyde de graphène et

l’oxyde de graphène réduit.

L'activité antibactérienne de l'oxyde de graphène et de l'oxyde de graphène réduit décorés par des

nanoparticules d’oxyde de nickel (GO/NiO et rGO/NiO), a été évaluée par la méthode

d'antibiogramme. Les échantillons testés incluent les nanocomposites suivants:( CEE-GO/NiO,

CEaq-GO/NiO, AG-GO/NiO, CEE-rGO/NiO, CEaq-rGO/NiO, AG-rGO/NiO). Les tests ont été

réalisés sur quatre souches bactériennes : selmonella entrica (Gram-), Pseudomonas aeruginosa

(Gram-), Staphylococcus aureus (Gram+), et Bacillus cereus (Gram+). L'activité antibactérienne

a été déterminée par la mesure du diamètre de la zone d'inhibition (en mm) pour de chaque

échantillon.Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau suivant et représentés sur

l’histogramme (Figure IV.18).
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Tableau IV.10 : Résultats de l'activité antibactérienne des nanocomposite hybrides par la

méthode d'antibiogramme

Figure IV.17 : Effet des nanocomposites sur le développement des souches bactériennes.

a) salmonella enterica , b)Bacillus cereus , c)Staphylococcus aureus et d)Pseudomonas
aeruginosa
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Zone d’inhibition (mm)

Staphylococc
us aureus

Bacillus cereus Pseudomonas
aeruginosa

salmonella
enterica

GO/NiO

CEE-GO/NiO 14 10 6 7

CEaq-GO/NiO 15 11 6 8

AG-GO/NiO 16 12 6 8

rGO/NINPs

CEE-rGO/NiO 19 11 6 16

CEaq-rGO/NiO 18 12 6 18

AG-rGO/NiO 21 13 6 18



Figure IV.18:Histogramme de diamètre d’inhibition des Nanocomposites hybrides à base de

l’oxyde de graphène et de l’oxyde de graphène réduit de trois souches bactériennes.

Pour Pseudomonas aeruginosa, tous les échantillons testés à base de, ( GO ou de rGO) présente

des zones d'inhibition nulles, indiquant une résistante de cette souche bactérienne, vis-a-vis ces

nanocomposites hybrides, quelle que soit l'extrait ou l'agent bioactif (AG) utilisé dans leur

synthèse .

En revanche, la souche bactérienne Bacillus cereus, présentent une sensibilité moyenne par les

nanocomposites hybrides à base de GO et de rGO, avec des zones d'inhibition allant de 10 mm à

13 mm. Cela suggère que le processus de réduction du graphène n'a pas un impact significatif sur

l'activité antibactérienne contre cette souche.

Par ailleurs , les nanocomposites à base de GO montrent une faible activité contre la souche

Salmonella enterica, avec des zones d'inhibition de 7 à 8 mm. Tandis que ceux à base de rGO

montrent une efficacité accrue, avec des zones d'inhibition variant de 16 mm à 18 mm.
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Ces résultats indiquent que les nanocomposites à base de rGO améliore notablement l'activité

antibactérienne contre Salmonella enterica par rapport à celle à base d'oxyde de graphène.

En ce qui concerne Staphylococcus aureus, les nanocomposites à base de rGO, en particulier

ceux décorés avec l'acide gallique (AG-rGO/NiO), montrent un potentiel antibactérien élevé a

extrêmement élevé avec des zones d'inhibition allant jusqu'à 21 mm. En revanche, les

nanocomposites à base de GO présentent une activité modélee avec des zones d'inhibition allant

de 14 mm à 16 mm, suggérant que le processus de réduction du graphène contribue

significativement à l'amélioration de l'activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus.

En conclusion, les nanocomposites à base de graphène réduit (rGO), décorés par des

nanoparticules d'oxyde de nickel et enrichis avec des molécules bioactifs, montrent généralement

une meilleure activité antibactérienne par rapport à ceux à base d'oxyde de graphène (GO). Cette

amélioration peut être attribuée à la structure plus conductrice et à la plus grande surface

spécifique du rGO, qui améliorent l'interaction avec les nanoparticules d'oxyde de nickel et

augmentent ainsi leur efficacité contre les bactéries testées. Ces résultats mettent en évidence le

potentiel prometteur du graphène réduit pour le développement de matériaux antibactériens

efficaces dans diverses applications.
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CONCLUSION GÉNÉRALE

Cette étude porte principalement sur la synthèse, la caractérisation ainsi que les propriétés

antioxydantes et antibactériennes des nanoparticules d’oxyde de nickel (NiO NPs) et des

nanocomposites hybrides à base d’oxyde de graphène et d’oxyde de graphène réduit. La synthèse

a été réalisée par une méthode verte à partir de deux extraits de zeste de citron (Citrus limon)

aqueux et éthanolique, ainsi que d’un composé phénolique, l’acide gallique.

Les résultats des dosages des polyphénols et flavonoïdes totaux ont révélé que l’extrait

éthanolique présente une teneur significativement plus élevée que l'extrait aqueux. Toutefois,

l'extrait aqueux a montré une meilleure efficacité dans la réduction des nanoparticules, attribuée à

sa meilleure solubilité dans le solvant de synthèse. Les analyses spectrales FT-IR, UV-visible,

ainsi que DRX, ont confirmé la synthèse des NPs de NiO et l'intégration réussie des

nanoparticules de NiO sur l’oxyde de graphène et l’oxyde de graphène réduit.

L’activité antioxydante des nanoparticules d’oxyde de nickel (NiO NPs) et des nanocomposites

hybrides à base d’oxyde de graphène (GO/NiO) et d’oxyde de graphène réduit (rGO/NiO) a été

évaluée par le test de piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus montrent que les NPs

chargées avec acide gallique (AG-NiO NPs) présentent l’activité la plus élevée (36,45 %), suivies

par l’extrait aqueux (CEaq-NiO NPs) (32,36 %), puis l’extrait éthanolique (CEE-NiO NPs)

(28,57 %).

L’activité antibactérienne des nanocomposites hybrides à base de GO et rGO a été déterminée par

la méthode de diffusion sur disque. À l’exception de la souche bactérienne Pseudomonas

aeruginosa, qui a montré une résistance bactérienne vis-à-vis de tous les échantillons testés, les

bactéries salmonella entrica et Bacillus cereus ont montré une sensibilité plus ou moins élevée.

Tandis que la souche Staphylococcus aureus a présenté une sensibilité très élevée avec un

diamètre d’inhibition de 21 nm.

Enfin, les nanocomposites à base d’oxyde de graphène réduit (rGO) enrichis avec des composés

bioactifs ont révélé un potentiel antioxydant et antibactérien supérieur par rapport aux

nanocomposites à base d'oxyde de graphène seul. Cela détermine l'importance du graphène réduit
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pour améliorer l'efficacité des matériaux antibactériens dans diverses applications biomédicales et

agroalimentaires.

Cette recherche met en lumière l'importance de l’utilisation des méthodes de synthèse verte par

les molécules actives des plantes ainsi que l'optimisation des performances des nanocomposites

en termes de nanoparticules biologiques, ouvrant la voie à de nouvelles perspectives dans le

domaine des matériaux fonctionnels et thérapeutiques.
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