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RESUME

La présente étude porte sur la synthése verte des nanoparticules d’argent, en utilisant la fraction
polaire extraite, par la méthode de Bligh & Dyer modifiée, a partir de I’extrait de margine.
L’analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux a révélé une teneur en
composés phénoliques totaux (TPC) de 331,5 pour I’extrait brut et de 802,75 pour la fraction
polaire, en mg Equivalents Acide Gallique par gramme d’extrait sec.

La teneur en flavonoides totaux est de 1,834 pour I’extrait brut et de 11,35 pour la fraction
polaire, en mg Equivalents Quercétine par gramme d’extrait sec.

L’activité antioxydante, évaluée par la méthode du DPPH, a montré des valeurs de ICso égale a
0,192 mg/ml et 0,048 mg/ml pour I’extrait d’acétate et la fraction polaire respectivement,
indiquant une forte capacitée antioxydante de cette derniére.

L’analyse de la fraction polaire par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG/SM) a révélé 28 composés, parmi lesquels neuf ont été identifiés.
L’ensemble des composés identifiés sont de nature phénolique, principalement de types C6 et
C6-C2. Le composé majoritaire est le tyrosol. Une voie de biosynthese basée sur le précurseur
principal I’acide shikimique a été proposée pour expliquer la présence des différents composés
phénoliques identifiés.

Les nanoparticules d’argent ont été synthétisées dans des conditions optimisées, en utilisant la fraction
polaire comme agent réducteur et stabilisant. Leur caractérisation a été effectuée par spectrophotometre
UV-Visible avec une bande caractéristique autour de 435 nm, 1’analyse FT-IR a révélé une large bande
—OH dans la fraction polaire, atténuée aprés la synthése, indiquant 1’implication des polyphénols dans
la réduction des ions Ag’. Une bande nouvelle a 435 cm™ dans le spectre des AgNPs atteste de la
formation de liaisons Ag—O.

L'analyse par DRX a montré la nature cristalline des nanoparticules d'argent synthétisées avec
une structure cubique a face et un diametre estimé a 42,19 nm.

L’analyse par DLS a révél¢ une taille moyenne des nanoparticules d’argent de 61,8 nm avec un
indice de polydispersité de 1,3.

L’activité antibactérienne a été évaluée pour ’extrait d’acétate brut, la fraction polaire et les
nanoparticules synthétisées contre quatre souches pathogenes. Les valeurs de CMI des AgNPs
varient entre 0,156 mg/mL et 0,321 mg/mL, significativement supérieure a celle de la fraction
polaire et I’extrait d’acétate, avec un rapport d’amélioration (CMlg.p/ CMnpag) atteignant
jusqu’a 64 fois. Ces observations valident l'intérét de leur utilisation en tant qu'agents

antibactérienne d'origine naturelle.
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Mots clés : Nanoparticules d’argent, Margine, fraction polaire, composés phénoliques, synthése

verte, activité antioxydante, activité antibactérienne.




ABSTRACT

This study focuses on the green synthesis of silver nanoparticles using the polar fraction
extracted by the modified Bligh & Dyer method from margin extract. Quantitative analysis of
polyphenols and total flavonoids revealed a total phenolic content (TPC) of 331,5 for the crude
extract and 802,75 for the polar fraction, expressed in mg Gallic Acid Equivalent per gram of
dry extract. The total flavonoid content is 1.834 for the crude extract and 11,35 for the polar
fraction, expressed in mg Quercetin Equivalent per gram of dry extract. The antioxidant activity,
evaluated by the DPPH method, showed ICso values of 0,192 mg/mL and 0,048 mg/mL for the
acetate extract and the polar fraction respectively, indicating a strong antioxidant capacity of
the latter. The analysis of the polar fraction by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC/MS) revealed 28 compounds, of which nine were identified. All identified
compounds are phenolic in nature, mainly of types Cs and Cs-C>. The major compound is
tyrosol. A biosynthetic pathway based on the main precursor shikimic acid was proposed to
explain the presence of the different identified phenolic compounds. Silver nanoparticles were
synthesized under optimized conditions using the polar fraction as a reducing and stabilizing
agent. Their characterization was performed by UV-Visible spectrophotometry with a
characteristic band around 435 nm. FT-IR analysis revealed a broad —OH band in the polar
fraction, attenuated after synthesis, indicating the involvement of polyphenols in the reduction
of Ag* ions. A new band at 435 cm™ in the AgNPs spectrum confirms the formation of Ag—O
bonds.

XRD analysis of the silver nanoparticles showed their crystalline nature, with a face-centered

cubic structure and an estimated diameter of 42,19 nm.
DLS analysis revealed an average particle size of 61,8 nm with a polydispersity index of 1.3.

Antibacterial activity was evaluated for the crude acetate extract, the polar fraction, and the
synthesized nanoparticles against four pathogenic strains. MIC values of AgNPs ranged
between 0,156 mg/mL and 0,321 mg/mL, significantly higher than those of the polar fraction
and acetate extract, with an improvement ratio (CMIfr-P/CMNPAg) reaching up to 64-fold.

These findings support their potential use as natural antibacterial agents.

Keywords : Silver nanoparticles, Margine, polar fraction, phenolic compounds, green

synthesis, antioxydant activity, antibacterial activity.
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I. Introduction générale

La nanotechnologie est un domaine scientifique qui se concentre sur la fabrication et
’utilisation de matériaux, dispositifs et systemes a I’échelle nanométrique, c’est-a-dire a des
dimensions inférieures a 100 nanométres. A cette échelle, les propriétés des matériaux changent
par rapport a celles des mémes matériaux a une échelle plus grande. Ces changements peuvent
concerner des caractéristiques comme la résistance, la conductivité électrique, ou encore la

réactivité chimique [1].

Les nanomatériaux peuvent étre fabriqués a partir de divers types de substances, notamment
des métaux, des céramiques, des polymeres, des carbonates, ou des silicates. Les nanoparticules
de métal, par exemple, sont souvent utilisées dans des applications catalytiques, dans la
médecine pour la délivrance ciblée de médicaments, ou dans des matériaux composites 1égers
et résistants [2]. D’autres types de nanomatériaux, comme les nanotubes de carbone ou les
nanoparticules d’argent, sont utilisés dans des domaines comme 1’¢lectronique, la détection ou

la purification de 1’eau [3].

Grace a leur taille extrémement petite, ces matériaux présentent des propriétés uniques qui
peuvent étre exploitées dans de nombreux secteurs, de la médecine a 1I’électronique, en passant
par D’environnement. Cette diversit¢é de propriétés ouvre la voie a des innovations

technologiques et scientifiques importantes [2].

La synthése des nanoparticules (NPs) repose sur différentes méthodes physiques et chimiques.
Cependant, ces méthodes de production sont généralement coliteuses, a forte intensité de main-

d’ceuvre et potentiellement dangereuses pour I’environnement et les organismes vivants [4].

Le développement de méthodes de synthése de nanoparticules respectueuses de
'environnement, et donc non toxiques, s'aveére de plus en plus nécessaire. Les travaux de
recherche menés dans le domaine des matériaux ont abouti a la mise au point de méthodes

alternatives, moins nocives, telles que l'utilisation d'extraits végétaux [5].

Dans ce contexte, la margine, un sous-produit liquide issu de ’extraction d’huile d’olive, riche
en compose€s phénoliques, constitue une ressource intéressante. Elle peut tre utilisée a la fois
comme agent réducteur et comme stabilisant dans la syntheése de nanoparticules métalliques,
notamment d’argent. Cette approche permet de valoriser un déchet agroalimentaire tout en

réduisant ’impact environnemental de la synthése [6].




Ainsi, dans le cadre de cette étude, nous nous sommes intéressés a la problématique suivante :
Peut-on utiliser la fraction polaire de la margine comme agent réducteur et stabilisant dans une
approche de synthése verte de nanoparticules d’argent, tout en assurant une efficacité
comparable aux méthodes conventionnelles et en valorisant durablement ce sous-produit agro-

industriel ?
La présente étude est structurée en trois parties principales :

» La premicre partie est consacrée a une synthése bibliographique qui comprend trois

chapitres :

Le premier chapitre porte sur les généralités concernant les nanoparticules, en abordant leurs

définitions, classifications et principales propriétés.

Le deuxieme chapitre traite des différentes méthodes de synthése des nanoparticules, en

mettant en évidence les approches physiques, chimiques et vertes.

Le troisieme chapitre est consacré aux généralités sur la margine, notamment sa composition,

ses sources et sa méthode d’extraction.

» La deuxiéme partie concerne la partie expérimentale. Elle expose en détail les
équipements utilisés ainsi que les protocoles utilisés pour réaliser les différentes étapes
expérimentales.

» La troisieme partie est dédiée a I’interprétation et a la discussion des résultats obtenus

au cours de 1’étude.

Nous terminons cette étude par une conclusion générale.
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Chapitre 01 : Généralités sur les nanoparticules

1. Définition

Les nanoparticules sont des particules extrémement petites, dont la taille est comprise entre 1
et 100 nanométres. A cette échelle, elles se situent a la frontiére entre le monde atomique,
moléculaire et le monde macroscopique. Leur petite taille confére des propriétés uniques
différentes de celles des matériaux a plus grande échelle. Ces propriétés incluent une surface
spécifique tres élevée, des comportements physiques inhabituels, comme des effets quantiques,

et une réactivité chimique accrue [7].

Les nanoparticules peuvent étre naturelles produites par I’activité volcanique, les réactions de

photosynthese ou encore I’activité marine. On peut en retrouver dans les poussieres désertiques.

Les nanoparticules peuvent étre artificielles sont produites intentionnellement a 1’échelle
industrielle par I’homme. A I’aide de différents matériaux tels que des métaux (Or, Argent ou

Zinc), des oxydes métalliques (Oxyde de zinc, Dioxyde de titane), des polymeres et des lipides.

Les nanoparticules peuvent également &tre accidentelles, résultant de procédés thermiques tels

que les feux de bois, les gaz d’échappement des véhicules ou freinage [8].

Elles sont de forme sphérique, tubulaire, ou encore irréguli¢re, selon leur méthode de
fabrication et leur utilisation finale. La morphologie des nanoparticules peut également
influencer leur toxicité, deux nanoparticules de méme surface mais de formes différentes

peuvent avoir une activité bactéricide différente [9].
Leur importance réside dans leurs propriétés exceptionnelles :

* Grande surface spécifique : Plus elles sont petites, plus leur surface disponible pour

interagir avec d’autres molécules est importante, ce qui améliore leur réactivité chimique.

* Effets optiques uniques : Elles peuvent interagir avec la lumiére de maniere spécifique, ce

qui les rend utiles dans des applications comme les capteurs ou les écrans.

* Propriétés mécaniques et électriques améliorées : A 1’échelle nanométrique, certains

matériaux deviennent plus solides, plus flexibles, ou méme conducteurs d’électricité.

Les nanoparticules ne sont pas simplement des versions miniatures de matériaux classiques,
elles sont des outils révolutionnaires dotés de propriétés inédites, offrant des solutions
innovantes pour répondre aux défis technologiques, environnementaux et médicaux de notre

époque [10].
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2. Types des Nanoparticules
2.1 Nanoparticules organiques

2.1.1 Nanoparticules polymeres de type cceur-couronne

Les premicres nanoparticules polymériques ont été¢ développées par Couvreur dans les années
1980. Différents polymeres ont ensuite été utilisés avec succes pour former des nanoparticules.
Elles sont composées de trois €léments : une enveloppe externe (polymere qui confére leur
stabilité¢ aux composés chimiques constituant lI'enveloppe interne), une enveloppe interne (qui
peut étre constituée de molécules résistant a l'eau) et le noyau central, qui contient des agents

antimicrobiens ou des médicaments anticancéreux [11].
2.1.2  Nanoparticules d’Inspiration biologique

Elles sont trés diversifiées mais regroupent des structures dans lesquelles une substance
biologique est encapsulée, emprisonnée ou absorbée a la surface, formée a partir de composants
naturels comme les lipides, les protéines ou les sucres. Parmi les exemples les plus courants
figurent les liposomes (a base de lipides), les nanoparticules d’albumine (protéiques) et celles

a base de chitosane ou d’alginate (polysaccharides) [12].

2.2 Nanoparticules a base de carbone

2.2.1 Graphéne

Elles se composent d'une seule couche d'atomes de carbone reliés par des liaisons covalentes.
Ces atomes forment une structure en nid d'abeille d'une finesse remarquable. Elles possedent
une résistance a la traction exceptionnellement élevée. De plus, elles sont un excellent
conducteur d'électricité et de chaleur, mieux que presque toutes les autres substances sur terre

[13].
2.2.2 Nanotubes de carbone

Ce sont des structures creuses en forme de tube, composées d'atomes de carbone liés entre eux.
Ils se distinguent par leur diametre nanométrique et leur longueur impressionnante entre 0,4

nm et 40 nm [14].
2.3 Nanoparticules inorganiques

Elles ont la méme structure de base que les NPs organiques, avec un noyau aux propriétés
fluorescentes, magnétiques ou optiques et une couche protectrice organique en surface. A cette

pellicule de surface peuvent étre attachées des molécules vectrices.




PARTIE 01 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Par exemple, les Ag NPs sont célebres pour leurs effets antimicrobiens, tandis que les Au

NPs se distinguent par leurs propriétés optiques et électriques impressionnantes [15].

agents antimicrobiens
ou médicaments anticancéreux

NPs polymére

NPs de graphéne Nano tube de carbone

Figure 1 : Différents types des nanoparticules
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3. Classification des nanoparticules

Les nanoparticules sont classées en fonction de leur forme d’utilisation, leur composition

chimique et leurs sources [16], selon le tableau 1.

Tableau 1 : Classification des nanoparticules

Forme d’utilisation

Matériaux de dimension 0

Matériaux sous forme dispersée,
aléatoire ou organisée, comme dans
les cristaux colloidaux pour I'optique

ou les fluides magnétique

Matériaux de dimension 1

Matériaux sous forme de nano fils ou

de nanotubes.

Matériaux de dimension 2

Matériaux sous forme de couche
mince, comme dans les dépots
d'agrégats ou de revétements épais
obtenus par projection ou voie
¢lectrochimique.

Matériaux de dimension 3

Matériaux sous forme compacte,
comme dans les céramiques et les

métaux nanostructures.

Composition chimique

Matériaux a base de carbone

Matériaux a base de carbone qui
ont soit une forme sphérique ou

tubulaire

Matériaux a base de métaux

Matériaux ayant un élément

chimique métallique.

Matériaux composites

Matériaux  résultant  d'une
combinaison entre des NPs et
un autre matériau a la nano-

échelle.

Dendriméres
Polymeéres assembles de facon

intérieure vide

Source

Origine naturelle

Biologique (ADN, Virus, bactéries,
minérales ou environnementale. La
fraction fine du sable de désert, les
fumées originaires d’activité
volcanique, feux de forét et certaines

poussiéres atmosphériques.
Origine humaine

Sont des nanomatériaux fabriqués

dans un  but  d’application
technologique (noir de carbone,
fumée de silice, fumée d’huile, le «

smog » et les particules Diesel
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4. Parameétres influencant la formation des nanoparticules
a. Concentration des réactifs
e Une forte concentration favorise la nucléation rapide, produisant des nanoparticules
plus petites, mais peuvent accélérer 1’agglomération.
e Une faible concentration permet une croissance controlée, aboutissant a des
particules plus grandes [17].
b. Température
e Une température élevée favorise une cinétique de réaction rapide, conduisant a une
nucléation plus rapide et augmente le taux de réduction et des particules plus petites
et plus uniformes.
e Une température basse favorise une croissance lente et peut conduire a une
agrégation et une polydispersité [18].
c. Temps de réaction
e Un temps court limite la croissance des particules, résultant en de petites tailles.
e Un temps prolongé favorise I’agglomération et la croissance des nanoparticules [3].
d. _pH du milieu
e Le pH influence la solubilit¢ des précurseurs métalliques et les réactions de
réduction.
e En milieu acide : Formation rapide mais parfois instabilité des particules (peut
provoquer des agrégation).
e En milieu basique : Croissance plus lente, formation des nanoparticules plus petites
et donnant des nanoparticules plus stables [5].
e. Agents stabilisants
e Les nanoparticules ont tendance a s’agglomérer en raison de leurs forces de surface
élevées.
e Des stabilisants (ex. polymeres, protéines, surfactants) sont utilisés pour empécher
cette agglomération et stabiliser les nanoparticules en solution [19].
f.  Source du précurseur métallique
e Différents sels métalliques (chlorures, nitrates, sulfates) influencent la morphologie
et la structure cristalline des nanoparticules [20].
g. Atmosphere de réaction
e La présence d’une atmosphere réductrice (comme hydrogene) ou oxydante (comme

I’oxygene) affecte la composition chimique et la stabilité des nanoparticules [21].
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5. Importance des nanoparticules

Les nanoparticules jouent un réle essentiel dans de nombreux domaines en raison de leurs
petites tailles et de leurs caractéristiques physiques et chimiques particulieres, telles qu'une

grande surface spécifique et une réactivité accrue.

Dans le cadre de la bioréhabilitation des milieux pollués, les nanoparticules ont fait I'objet

d'études approfondies quant a leur capacité a éliminer les polluants environnementaux.

Ainsi, selon une étude menée par Zhuang et Gentry en 2011 [22], les nanoparticules sont
susceptibles d'agir sur des métaux lourds présents dans I'eau ou des contaminants organiques
du sol. A titre d'illustration, les nanoparticules d'argent ont la capacité de dégrader avec
efficacité certains polluants, tels que les colorants et composés organiques présents dans les

eaux useées.

Les nanoparticules sont utilisées comme catalyseurs dans diverses réactions chimiques,
notamment dans la production de biocarburants ou dans des processus de remédiation
environnementale. Elles sont également employées pour catalyser la conversion de la biomasse
en carburants tels que 1'éthanol ou le biodiesel. A titre d'illustration, les nanoparticules de platine
ont fait I'objet d'une exploration pour une utilisation dans la production de biocarburants, en

raison de leur capacité avérée a catalyser la conversion de la biomasse en carburants [23].

Ces nanoparticules peuvent étre employées dans des contextes biomédicaux, notamment dans
le traitement du cancer [24], I'imagerie biologique [25], la détection chimique et I'administration

de médicaments.

Elles ont la capacité d'administrer des médicaments a des zones corporelles spécifiques,
permettant ainsi un traitement plus ciblé et plus efficace. A titre d'illustration, les nanoparticules
d'argent ont été explorées pour une utilisation dans I'administration de médicaments en raison
de leur stabilité et de leur capacité a s'accumuler dans certains types de tumeurs cancéreuses

[26].

Les nanoparticules d’oxyde de zinc ont également fait I'objet d'explorations pour
I'administration de médicaments, en raison de leur capacité a cibler sélectivement les cellules

cancéreuses [27].

Il a été¢ démontré que les Cu NPs présentent des propriétés antimicrobiennes et sont explorées

pour I'administration de médicaments afin de traiter les infections bactériennes [28].
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Les nanoparticules ont la capacité d'étre utilisées en tant qu'agents d'imagerie afin d'aider a
visualiser des zones corporelles spécifiques. Par exemple, les nanoparticules d'oxyde de fer ont
été employées en tant qu'agents de contraste d'imagerie par résonance magnétique (IRM) pour

faciliter la visualisation des tissus et des organes.

Elle a un intérét particulier port¢é sur les propriétés antimicrobiennes de certaines
nanoparticules, telles que les nanoparticules d'argent (Ag NPs) et les nanoparticules de cuivre
(Cu NPs). Ces dernieres sont en effet étudiées pour une potentielle utilisation dans une variété

de produits médicaux, tels que les pansements et les dispositifs médicaux [29].

Les nanoparticules ont la capacité de détecter et d'éliminer les agents pathogenes dans les
produits alimentaires. Cette propriété permet d'améliorer la sécurité alimentaire et de réduire le
risque de maladies d'origine alimentaire. Les nanoparticules peuvent également jouer un role
dans la purification de l'eau d'irrigation, contribuant ainsi a la réduction du risque de

contamination des cultures et a I'amélioration de leur rendement [29].

Elles ont la capacité d'accroitre l'efficacité et les performances des opérations de transformation
des aliments, a l'instar du broyage, du mélange et du séchage. Egalement, les nanoparticules
d’argent ont ét¢ employées comme agent antimicrobien naturel dans les opérations de
transformation des aliments, contribuant a la prévention de la croissance des bactéries et

d'autres micro-organismes [30].

En outre, les NPs sont utilisées pour I'optimisation des performances des matériaux employés
dans les emballages alimentaires, les rendant plus résistants aux polluants tels que I'humidité et

les gaz.

Electroménager 6% m Alimentation et boisson 6%

M Electronique 6% M Divers 8%
Automobile 13% M Maison et jardin 20%

Medcine, cosmetique, textile 42% * Produit pour enfants 2%

Figure 2 : Distribution des produits contenant des nanoparticules en fonction de leurs
domaines d’application 9
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6. Toxicité des nanoparticules

Les nanoparticules (NPs) présentent une toxicit¢é multifactorielle, étroitement liée a leurs
caractéristiques physico-chimiques telles que la taille, la forme, la charge de surface, la
solubilité ou encore leur nature chimique. Une des voies majeures de toxicité est le stress
oxydatif, causé par la génération excessive d'especes réactives de 1I’oxygene (ROS), entrainant
des réactions inflammatoires et, dans certains cas, la mort cellulaire programmée (apoptose)
[31]. Ensuite, leur petite taille leur permet de franchir les barriéres physiologiques, comme la
barriere hémato-encéphalique, ce qui renforce leur toxicité systémique. De plus, certaines
nanoparticules peuvent s’accumuler dans les tissus, provoquer des troubles respiratoires, rénaux
ou neurologiques, altérer I’ADN en causant des mutations, et perturber les fonctions cellulaires
en interagissant avec les protéines. Certaines nanoparticules métalliques, comme celles a base
de cuivre, ont également montré des effets toxiques aigus in vivo, entrainant des 1ésions au

niveau des organes chez I’animal [32].

Sur le plan environnemental, la toxicité écologique des nanoparticules est également
préoccupante. Libérées dans les milieux aquatiques et terrestres, elles interférent avec les
microorganismes, les plantes et les animaux, perturbant des fonctions écologiques essentielles
comme la photosynthése, la fixation de I’azote ou la biodégradation. Ces effets ont été observés
notamment chez les bactéries du sol et les organismes aquatiques, menacgant ainsi la biodiversité

[33].

Face a ces dangers, plusieurs méthodes de traitement ont été développées. Ainsi, la filtration
par membranes fines, I’adsorption sur charbon actif ou encore la bioremédiation par des plantes
ou micro-organismes permettent de piéger ou dégrader ces particules dans les milieux
contaminés. Par ailleurs, dans 1’organisme, leur élimination reste partielle, ce qui pousse les
chercheurs a proposer des agents chélateurs pour faciliter leur excrétion, ou des antioxydants
pour réduire leur toxicité [32]. Ensuite, une autre approche consiste a modifier la surface des
nanoparticules : des revétements en silice ou en polymeres peuvent limiter la libération d’ions
métalliques et la formation de radicaux libres. Le revétement par polyéthyléne glycol (PEG) est
¢galement utilisé pour masquer les nanoparticules au systéme immunitaire, bien qu’il puisse
provoquer des réactions allergiques. En alternative, des nanoparticules enrobées de membranes
de globules rouges offrent un camouflage plus stir et moins immunogene. Enfin, pour les
nanoparticules naturelles ou accidentelles, il est recommandé de limiter I’exposition grace a des
antioxydants ou a des équipements de protection, comme les masques, afin de réduire les

risques pour la santé [34].

10
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7. Caractérisation

7.1 Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie UV-visible est une technique d’analyse qui permet de mesurer la quantité de
lumicre absorbée par un échantillon a différentes longueurs d’onde, situées dans les domaines
de I'ultraviolet (200-400 nm), du visible (400-750 nm) [35]. Lorsqu’une substance absorbe
cette lumicre, 1’énergie photonique recue peut provoquer des transitions €lectroniques, un ou
plusieurs ¢électrons passent d’un état énergétique bas a un état excité, plus éleve, et ce
phénomeéne se manifeste par un pic d’absorption caractéristique dont la position dépend de la
taille, de la forme et de la concentration des nanoparticules. Ainsi, la spectroscopie UV-Visible
est un outil rapide, sensible et non destructif pour surveiller la synthése et évaluer certaines

propriétés physico-chimiques des nanoparticules [36].
7.2 Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

C'est une technique largement utilisée pour analyser la taille moyenne et la distribution des
particules en suspension dans un liquide, notamment dans le domaine des nanoparticules. Elle
permet d'évaluer 'homogénéité d'une solution, de détecter la formation d'agrégats et d'optimiser

les conditions de cristallisation.

Le principe repose sur la mesure des fluctuations aléatoires de l'intensité lumineuse diffusée,
provoquées par le mouvement brownien des particules, c'est-a-dire le déplacement aléatoire des
particules sous l'effet de 1'agitation thermique. Cette méthode rapide, non destructive et adaptée
aux particules comprises entre 1 nm et 1 um. Elle est largement utilisée pour évaluer la stabilité,
la taille et ’homogénéité des suspensions de nanoparticules, notamment dans les domaines de

la nanomédecine, de la formulation pharmaceutique et des matériaux avancés [37].
7.3 Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier

La spectrométrie FT-IR est définie comme une méthode extrémement précise et fiable, capable
de produire un excellent rapport signal/bruit. Elles sont utilisées pour identifier les biomolécules
impliquées dans la synthése des nanoparticules. Elle permet de détecter de faibles variations
d’absorbance, ce qui est idéal pour étudier les interactions entre molécules et matériaux a

I’échelle nanométrique [38].

La FTIR mesure 1’absorption de la lumiere infrarouge par les liaisons chimiques d’une
molécule, elle permet ainsi d’identifier les groupes fonctionnels présents et de détecter la

formation ou la modification des nanoparticules. Cette technique permet de suivre a la fois les
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modifications chimiques et les réponses biologiques des cellules qui sont en contact avec des

nanoparticules [39].
7.4 Diftraction des Rayons X (DRX)

C'est une méthode essentielle pour analyser la structure cristalline des nanoparticules. En plus
d'identifier les phases présentes dans 1'échantillon, elle permet d'estimer la taille des cristallites.
A I'échelle nanométrique, les pics de diffraction deviennent plus larges, ce qui est directement

lié a la petite taille des particules [40].

Les rayons X sont des ondes électromagnétiques dont la longueur d’onde (~1 A) est comparable
a la distance entre les atomes dans les nanoparticules. Lorsqu’un faisceau de rayons X frappe
les nanoparticules, ils interagissent avec les plans atomiques du réseau cristallin, provoquant
une diffraction due a la dispersion cohérente des rayons par les électrons des atomes. Si les
ondes diffusées sont bien alignées (en phase), elles forment alors un faisceau diffracté. Cela
permet d’identifier la structure des nanoparticules et d’estimer leur taille. La DRX est donc un
outil indispensable pour caractériser les nanoparticules, car elle offre une vision directe de leur
structure interne et de leurs propriétés cristallines, essentielles pour comprendre leur

comportement physique, chimique et biologique [41].
7.5 Microscope ¢€lectronique a balayage (MEB)

Le MEB est un outil puissant permettant de produire des images de haute résolution et de fournir
des caractéristiques morphologiques. Si celui-ci est équipé de systemes d’analyse d’énergie, il
permet également d’effectuer des analyses de composition élémentaire permettant de

déterminer la composition chimique des nanoparticules [42].

Le principe du MEB, issu des travaux de Max Knoll et Manfred Von Ardenne dans les années
1930 [Knoll 1931 ; Ruska 1987], repose sur I’interaction d’un faisceau d’électrons primaires
avec la surface de 1’échantillon. Ces interactions génerent divers signaux qui sont détectés pour
fournir des informations sur la morphologie, la topographie et, dans certains cas, la composition
¢lémentaire de I’échantillon. Le MEB est largement utilisé dans les domaines des sciences des

matériaux, de la nanotechnologie, de la biologie et de I’industrie [43].

8. Nanoparticules d’argent

8.1 Définition

L'argent, métal de transition de symbole chimique Ag et de numéro atomique 47, est un élément

chimique classé au groupe 11 du tableau périodique. Il se présente sous la forme d'un métal
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blanc brillant, trés ductile et malléable. Il présente une conductivité €lectrique et thermique
exceptionnellement élevée. Dans le contexte de laboratoire ou industriel, cette substance se

présente sous forme de poudre fine blanche a grisatre, ou de cristaux métalliques.

Les nanoparticules d'argent sont des particules extrémement fines d'argent métallique dont la
taille varie communément entre 1 et 100 nanometres. Ces nanoparticules métalliques sont parmi
les plus répandues dans les secteurs de la recherche et de I'industrie, en raison de leurs
caractéristiques physiques, chimiques et biologiques distinctives comme leurs propriétés

antimicrobiennes, antioxydantes, catalytiques et optiques [44].

Les nanoparticules d'argent, sous forme colloidale, sont constituées d'un mélange d'ions argent
(Ag") dissous dans 'eau et de particules d'argent métallique (Ag°). II est communément admis
que pres de 80 % de cette solution est sous forme d'ions, tandis que les 20 % restants
correspondent aux nanoparticules elles-mémes [45]. Cette configuration leur confére la capacité

d'interagir de maniere efficace avec les membranes cellulaires, les protéines et ' ADN.
8.2 Propriétés des nanoparticules d’argent

Les nanoparticules d’argent présentent des caractéristiques qui varient selon les conditions de
synthése, influengant notamment leur taille, forme, structure cristalline et leur couleur en
solution ainsi que leur réactivité chimique. Le tableau 2 suivant synthétise les principales

propriétés rapportées dans la littérature.

Tableau 2 : Caractéristiques des nanoparticules d’argent

Taille Généralement dans I’intervalle de 2 a 50 nm [3]
[46]
Forme Sphérique, triangulaire, cubique, hexagonale, selon les conditions = [46]
de synthése [48]
Structure cristalline = Cubique a faces centrées (CFC) [48]
[49]
Couleur en solution Jaune a brune en fonction de taille et ce concentration [46]
Résonance Pic d’absorption entre 420 — 450 nm visible par UV-Visible [48]
plasmonique [49]

Réactivité chimique Capacité a libéré des ions Ag" responsable a des effet [3]
antimicrobiens [49]

Surface spécifique Tres élevée, ce qui augmente les interactions avec les cellules et | [3]
les protéines [50]
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Chapitre 02 : Méthodes de synthése des nanoparticules

1. Introduction
Les nanoparticules, grace a leur taille nanométrique, présentent des caractéristiques uniques qui
les rendent trés utiles dans plusieurs domaines, notamment la médecine, 1’¢lectronique et
I’environnement. Il est crucial de maitriser leur synthése pour tirer pleinement profit de leur
potentiel. Les techniques de synthése des nanoparticules se divisent généralement en deux

grandes catégories : ascendante (Bottom-up) et descendante (top-down) (Figure 3).
a. Approche Descendante (Top-Down)

Cette méthode consiste a partir d’un matériau en vrac et a le fragmenter progressivement en
nanoparticules a I’aide de différentes techniques mécaniques ou physiques. C’est une approche

de réduction de taille ou I’on diminue la structure macroscopique en particules nanométriques.
b. Approche Ascendante (Bottom-Up)

Cette méthode commence a partir d’atomes ou de molécules individuels qui s’assemblent pour
former des nanoparticules. C’est une approche d’auto-assemblage ou des réactions chimiques

ou biologiques permettent la formation progressive des nanoparticules [51].
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Figure 3 : Différentes méthodes de synthése des nanoparticules
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2. Méthodes chimiques

La synthése chimique des nanoparticules est un processus clé qui utilise des agents réducteurs,
soit inorganiques soit organiques, pour convertir les ions métalliques en particules métalliques.
Ce processus induit la formation de noyaux métalliques, suivi de leur agglomération en clusters
oligomériques. Le processus de formation des nanoparticules colloidales métalliques implique

la transformation des agrégats précurseurs.

Afin de prévenir cette agglomération excessive, l'utilisation d'agents protecteurs (ou agents
stabilisants) est préconisée ; ces agents se fixent a la surface des nanoparticules, évitant ainsi
leur agrégation. Leur role est donc crucial pour garantir une dispersion et une stabilité optimales

des nanoparticules.

Dans cette synthése, plusieurs méthodes peuvent étre employées notamment la synthése
assistée par micro-onde, la synthése hydrothermale, la synthese polyol, les techniques de micro-
émulsion, la synthése solvothermale, la méthode sol-gel, la synthése plasma et la synthése par
vapeurs chimiques. Chacune de ces méthodes présente des caractéristiques spécifiques et

conduit a des résultats particuliers en termes de taille, forme, structure cristalline et stabilité des

nanoparticules obtenues [51].

3. Méthodes physiques

La synthese physique des nanoparticules repose sur des procédés " top-down" qui consistent a
fragmenter un matériau massif en particules de taille nanométrique. Elles utilisent diverses
sources d'énergie thermique, mécanique ou électromagnétique, pour provoquer 1'évaporation,
l'abrasion ou la condensation du matériau. Contrairement aux méthodes chimiques, elles ne
nécessitent pas de solvants ni de réactifs, ce qui les rend plus respectueuses de I’environnement.
Parmi les techniques les plus répandues, on retrouve I’ablation laser, le broyage mécanique,
I’évaporation-condensation, la pulvérisation cathodique ou encore la décharge plasma. Ces
approches permettent d’obtenir des nanoparticules de haute pureté, avec une bonne
homogénéité de taille et de forme. Elles sont souvent utilisées dans les domaines de la catalyse,

de I’¢lectronique et de la médecine pour leurs performances spécifiques [52].
4. Synthése verte

La synthése verte des nanoparticules représente une approche novatrice et respectueuse de

I’environnement pour la production de matériaux nanométriques. Contrairement aux méthodes
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traditionnelles qui utilisent souvent des produits chimiques nocifs et consomment beaucoup

d'énergie, cette technique privilégie des procédés durables.

Elle s'appuie sur des ressources naturelles, telles que les extraits des plantes riches en
polyphénols, les micro-organismes (comme les bactéries et les champignons) ou encore les

déchets agricoles (comme les coques et les épluchures).

Ces ¢éléments jouent un double rdole en tant qu'agents réducteurs (transformant les ions

métalliques en nanoparticules) et stabilisants (prévenant l'agrégation des particules).

Le principe clé de cette méthode est de réduire 1'impact écologique en minimisant les déchets
toxiques, en limitant la consommation d'énergie et en remplagant les produits chimiques
dangereux par des alternatives biodégradables et renouvelables. Elle s'inscrit dans les objectifs
de développement durable en promouvant la protection de l'environnement, la sécurité des
chercheurs et la préservation des ressources naturelles. Ainsi, cette méthode se présente comme
une alternative prometteuse pour produire des nanoparticules de maniére responsable et

écologique [53].
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Figure 4 : Synthese verte des NPs métallique provenant de différents
organismes vivants
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4.1 Plantes

Les plantes constituent 1’un des agents biologiques les plus étudiés pour la synthése verte des
nanoparticules, en raison de leur abondance, de leur diversité et de la richesse de leurs
métabolites secondaires. Les extraits végétaux contiennent une grande variété de composés
bioactifs tels que les flavonoides, les alcaloides, les phénols, les tanins, les terpénes, les
enzymes et les protéines. Ces composés jouent un double role dans la réduction des ions
métalliques (comme I’ Argent, 1’Or, le Zinc) et la stabilisation des nanoparticules formées [54].
La synthése s’effectue généralement par simple mélange d’un extrait végétal aqueux avec une
solution métallique, dans des conditions douces, sans recourir a des produits chimiques
toxiques. Cette méthode respectueuse de l'environnement est rapide, peu coliteuse et permet

d'obtenir des nanoparticules aux propriétés variables selon la plante utilisée [55].
4.2 Bactéries

Les bactéries font partie des microorganismes les plus étudiés pour la synthése verte de
nanoparticules. Grace a des enzymes spécifiques telles que la nitrate réductase, elles peuvent
réduire des ions métalliques pour former des nanoparticules a I’intérieur ou a 1’extérieur de la
cellule (synthése extracellulaire ou intracellulaire) et des espéces telles que Pseudomonas,
Bacillus et Escherichia coli sont couramment utilisées pour la production des nanoparticules

d’Or, d’Argent et d’Oxyde de zinc [56].
4.3 Champignons

Egalement appelée mycosynthése, ils présentent une capacité remarquable a synthétiser des
nanoparticules grace a leur sécrétion abondante d’enzymes et de métabolites extracellulaires.
Leur croissance rapide, leur tolérance aux métaux et leur capacité a produire de grandes
quantités de biomolécules en font des systemes efficaces pour réduire les ions métalliques en

nanoparticules de taille contrélée [57].
4.4 Algues

Ce sont des organismes photoautotrophes aquatiques classés selon leur pigmentation en algues
brunes (phaeophytes), rouges (rhodophytes) et vertes (chlorophytes). Grace a leur croissance
rapide, leur facilité de culture et une production de biomasse bien supérieure a celle des plantes
terrestres. Elle contient des polysaccharides, des protéines, des phénols, ces composés peuvent

réduire les ions métalliques en nanoparticules [58].
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5. Mécanisme de formation

La formation des nanoparticules métalliques, notamment d'argent (AgNPs), suit généralement
trois €tapes principales : la nucléation, la croissance et le mirissement. Ces étapes sont
influencées par divers parameétres, tels que la concentration du précurseur métallique, la

température, le pH, la nature du réducteur et la présence de stabilisants [59].
1. Nucléation

La premicre étape consiste a réduire les ions Ag*, souvent issus du nitrate d’argent (AgNOs),
en atomes d’argent (Ag®) sous 1’action d’un agent réducteur, comme les polyphénols présents
dans les extraits végétaux ou la margine. Une fois la concentration d’Ag® atteint un niveau
critique, des noyaux se forment par collisions aléatoires entre atomes. Ce phénomene, appelé

nucléation homogéne, marque le début de la formation des nanoparticules.
2. Croissance

Les noyaux formés lors de 1'étape précédente continuent a croitre par 'ajout progressif d'atomes
d'argent restants dans la solution. Cette croissance est thermodynamiquement favorable tant que
la solution reste sursaturée. La vitesse de croissance dépend de la concentration en Ag° et de la
température. Si un agent stabilisant est présent, il empéche I’agrégation incontrolée en se fixant

sur la surface des particules.
3. Mirissement

Une fois que la majorité des atomes en solution ont été incorporés dans les nanoparticules, le
systtme évolue en phénoméne de mirissement d’Ostwald : les plus petites particules,
thermodynamiquement instables, se dissolvent lentement, et les atomes migrent vers les plus
grosses particules, plus stables. Cela conduit a 1'élargissement de la taille moyenne des

particules et a une distribution plus homogene.

<,
<

1. Réduction 2. Formation des premiers

agrégats 3. Formation des NPs

Figure 5 : Mécanisme de formation des NPs métalliques
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6. Activités antioxydante et antibactérienne
6.1 Activité antioxydante

Les antioxydants sont des molécules naturellement présentes dans divers aliments, en
particulier les fruits, Iégumes, graines et certaines plantes médicinales. Ces molécules jouent
un role essentiel dans la neutralisation des radicaux libres, des especes réactives de I'oxygene
(ROS) générées soit par le métabolisme cellulaire, soit en réponse a des facteurs externes tels
que la pollution, le rayonnement UV, le tabac ou le stress oxydatif [60]. Ces radicaux libres
sont susceptibles d'altérer les composants cellulaires, notamment I'ADN, les lipides et les
protéines, ce qui peut conduire a un vieillissement prématuré et a la survenue de diverses
pathologies chroniques telles que les cancers, les maladies cardiovasculaires et

neurodégénératives [61].

L'activité¢ antioxydante correspond a la capacité d'une molécule a inhiber ou a ralentir les
réactions d'oxydation, notamment en capturant ou en neutralisant les radicaux libres avant qu'ils
ne causent des dommages [62]. Cette activité a pour effet de protéger les cellules et les tissus

biologiques contre les effets déléteres de I'oxydation.

Les antioxydants sont des composés qui comprennent des substances endogeénes, c'est-a-dire
produites naturellement par I'organisme, telles que le glutathion, la superoxyde dismutase ou la
catalase, ainsi que des composés exogenes, c'est-a-dire apportés par l'alimentation. Les
antioxydants exogénes comprennent notamment les vitamines A, C et E, les polyphénols, les
flavonoides et les caroténoides [63]. En effet, en renforcant les défenses de I'organisme contre
le stress oxydatif, ces molécules jouent un role essentiel dans le maintien de 1'équilibre cellulaire

et de la santé globale.
6.2 Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne désigne la capacité d’un agent a inhiber la croissance ou a provoquer
la mort des bactéries pathogénes. Elle peut étre exercée par des composés naturels, semi-
synthétiques ou synthétiques, et repose sur divers mécanismes d’action. Les substances
antibactériennes naturelles sont présentes dans de nombreuses plantes médicinales,
champignons, micro-organismes ou produits dérivés (extraits, huiles essentielles, métabolites
secondaires). Ces composés agissent notamment en perturbant 1’intégrit¢ de la membrane
cellulaire bactérienne, en inhibant la synthese des protéines ou des acides nucléiques, ou encore

en interférant avec le métabolisme bactérien [64].
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Face a I'augmentation de la résistance aux antibiotiques, les composés naturels représentent une
alternative thérapeutique prometteuse. Les flavonoides, les tanins, les alcaloides, les saponines
et les peptides antimicrobiens sont capables de combattre les infections bactériennes en inhibant
la croissance bactérienne, en perturbant la formation de biofilms et en réduisant la résistance
aux antibiotiques [65]. Leur efficacité varie toutefois en fonction de la concentration, de la
souche bactérienne et des conditions environnementales. Ces agents naturels peuvent compléter

les traitements classiques dans les domaines médicaux, agroalimentaires et pharmaceutiques

[64].

21




PARTIE 01 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 03 : Généralités sur les margines
1. Définition

Les margines, aussi appelées eaux de végétation, sont des effluents visqueux et acides produits
lors de D’extraction de I’huile d’olive. Elles contiennent une grande quantit¢ de maticre
organique, notamment des sucres, des acides organiques, des graisses, des tannins, des
polyalcools, des pectines et des substances azotées, ainsi que des sels minéraux tels que

Potassium, Sodium ou Magnésium [66].

Ils sont également acides, avec un pH généralement compris entre 4 et 5, présentent un défi
majeur dans les régions méditerranéennes en raison de leur charge organique ¢€levée et de leur
acidité, les rendant particulierement polluantes pour I’environnement [67]. Cependant, ces
effluents ne sont pas seulement nuisibles, ils sont également riches en antioxydants naturels,
tels que des polyphénols, qui présentent des propriétés bénéfiques, comme des effets

antimicrobiens et hypolipidémiques [68].

Ces substances proviennent de 1’eau présente naturellement dans les olives, ainsi que de I’eau
ajoutée lors des étapes de broyage et de trituration durant le processus d’extraction. En fonction
de la méthode utilisée pour extraire I’huile, de la variété des olives, de la saison de récolte, du
niveau de maturation des fruits et des conditions climatiques, la qualité¢ et la quantité¢ des
margines peuvent varier, par exemple, les méthodes traditionnelles d’extraction génerent
environ 400 a 500 litres de margines par tonne d’olives, tandis que les techniques modernes,
comme celles en deux phases, produisent jusqu’a 1 000 litres de margines par tonne d’olives

[69].
2. Extraction
Différents systémes d’extraction d’huile d’olive ont été développés [70] :

1. Unités de trituration avec un systéme en presse : Ces unités exercent une pression de 100
2400 kg/cm selon qu’elles soient traditionnelles, semi-modernes ou modernes, pour extraire
I’huile d’olive.

2. Unités de trituration a chaines continues a deux phases : Ces unités utilisent une
centrifugation pour séparer I’huile et les grignons humidifiés par les eaux de végétation.

3. Unités de trituration a chaines continues a trois phases : Ces unités emploient deux

centrifugeuses pour séparer d’abord les grignons et 1’huile, puis I’huile et les margines.
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3. Préparation de I’extrait de margine

La margine, en tant que sous-produit liquide issu de 1’extraction de I’huile d’olive, est riche en
composés bioactifs tels que les polyphénols, les sucres et les acides organiques. Pour valoriser
ces composes, une préparation préalable de I’extrait est nécessaire. Celle-ci débute par une
acidification de la margine jusqu’a un pH égal a 2 afin de stabiliser les composés phénoliques
et faciliter leur extraction. Une étape de délipidation est ensuite réalisée a 1’aide d’hexane, dans
le but d’¢liminer les matieres grasses interférentes. Apres centrifugation, la phase aqueuse est
récupérée et soumise a une extraction liquide-liquide a 1’aide d’acétate d’éthyle, permettant
d’isoler les composés d’intérét. La phase organique est ensuite séchée avec du sulfate de sodium
anhydre pour éliminer les traces d’eau, puis filtrée. Les extraits obtenus peuvent étre conservés

tant qu'ils sont, ou concentrés par évaporation pour une utilisation ultérieure.
4. Propriétés physico-chimiques

Les margines, effluents générés lors de 1’extraction de I’huile d’olive, sont des sous-produits
complexes, riches en maticre organique, sels dissous, polyphénols et matiéres grasses [71]. Ils
présentent des propriétés physico-chimiques spécifiques : pH acide, forte demande biochimique
en oxygene (DBOs et DCO), une haute conductivité électrique et une teneur élevée en
polyphénols. Ces caractéristiques sont essentielles pour évaluer leur potentiel de pollution et
les possibilités de valorisation. Une gestion appropri€e de ces parametres permet de traiter ou
d'utiliser de maniere productive les margines. Le tableau récapitulatif des principales propriétés

chimiques utilisées pour caractériser ces sous-produits [72].

Tableau 3 : Principales propriétés physico-chimiques de caractérisation de la

margine
Valeurs
Minimum Maximum

PH 4,7 5,7
Conductivité (ms/cm) 5 41
DBO (g /L) 41,3 46
DCO (g/L) 16,5 190
Matiere organique (g /L) 16,7 81,6
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1. Introduction

Cette partie expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de recherche « Chimie des
Substances Naturelles et Biomolécules (LCSNBioM) » de la Facult¢ des Sciences de
I’Université Saad Dahleb de Blida.

Notre recherche porte sur deux axes, I’étude chimique et microbiologique de I’extrait de
margine et de sa fraction polaire, ainsi que sur la synthése et la caractérisation des
nanoparticules d’argent issues de cet extrait. Elle comprend la préparation de 1’extrait brut par
extraction liquide-liquide, de la fraction polaire selon la méthode de Bligh and Dyer modifiée,
I’analyse de la composition par CG/MS, la détermination des teneurs en composés phénoliques
et flavonoides totaux, ainsi que 1’évaluation des activités antibactériennes et antioxydantes.

Enfin, la synthése verte des nanoparticules d’argent est réalisée, suivie de leur caractérisation.
2. Origine et traitement de la margine

La margine utilisée dans cette étude a été collectée aupres de la SARL Arbea Huilerie, située
dans la région de Larbaa (Blida, Algérie ; Lat. 36.33054, Long. 3.90563), au cours de la
campagne oléicole 2024/2025, durant le mois de novembre. Ce sous-produit, issu d’un procédé
d’extraction de I’huile d’olive a trois phases, a été soumis a une filtration afin d’¢liminer les

particules solides.

3. Matériel et réactifs

3.1 Mesure du pH

La mesure du pH a été effectuée a I’aide d’un pH-metre de type HANNA Instruments modele
210.

3.2 Centrifugation

La séparation des phases a été réalisée a I’aide d’une centrifugeuse réfrigérée de marque Sigma,
avec contrdle de température (réglable de -10 °C a +40 °C) et vitesse programmable jusqu’a

4500 tr/min.
3.3 Spectrophotométrie UV-Visible

Les analyses UV-Visible ont été effectuées a 1’aide d’un spectrophotométre de type Rayleigh
UV-2601, couvrant une plage de longueurs d’onde de 200 a 800 nm.
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3.4 Lecteur ELISA

Les mesures d’absorbance dans les tests biochimiques ont été réalisées a 1’aide d’un lecteur de

microplaques ELISA de type URIt-660.
3.5 Réactifs utilisés

Les solvants utilisés pour les différentes étapes expérimentales étaient le méthanol, I’acétate
d’éthyle et I’hexane. Les réactifs chimiques mis en ceuvre comprenaient le sulfate de
magnésium anhydre, le chlorure d’aluminium (AICl), le réactif de Folin-Ciocalteu, le
carbonate de sodium (Na2CO:s), 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), 1’acide ascorbique,
I’acide gallique, la quercétine, le diméthylsulfoxyde (DMSO) ainsi que I’eau distillée.

L’ensemble des solvants et réactifs employés étaient de grade analytique.
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4. Procédure Expérimentale

Nous allons présenter dans ce qui suit la procédure expérimentale de la différente étape de cette

¢tude de la préparation de I’extrait jusqu’a la caractérisation des nanoparticules.

Préparation de I’extrait de
margine

Analyse quantitative |«

Activité antioxydante

Extraction liquide-liquide

-

Activité antibactérienne

TPC TFC
Meéthode Bligh and Dyer
GC-MS
Synthése de AgNPs Fraction polaire »[ Caractérisation
FT-IR
Caractérisation Activités biologiques Analyse quantitative des
i composés phénolique
UV-Visible e — / \
Activité Activité
antibactérienne antioxydante TFC
v TPC
FT-IR
DRX
DLS

Figure 7 : Diagramme général de la procédure expérimentale
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5. Préparation des échantillons

5.1 Préparation de I’extrait de la margine

Nous avons ajusté le pH initial (4,63) a 2,0 a I’aide d’une solution d’acide chlorhydrique (HCI)
a 0,5 mol/L, dans un volume de 1L de margine. Ensuite, une premiere extraction liquide-liquide
a été réalisée avec 200 mL d’hexane, suivie d’une agitation, deux phases ont été obtenues une
phase supérieure hexanique contenant des lipides et une phase inferieure quasiment aqueuse
contenant les composés phénoliques et autres. Une deuxiéme extraction de la phase aqueuse a
été extraite avec 200 mL d’acétate d’éthyle, suivie d’une centrifugation a 4500 tr/min pendant
20 minutes a 4 °C. Ensuite les phases ont été récupérées, filtrées, et concentrées a 1’aide d’un

évaporateur rotatif afin d’éliminer le solvant.

Figure 8 : Extraction liquide- Figure 9 : Extrait d’acétate
liquide d’éthyle

5.1.1 Rendement de I’extraction

Le rendement en extrait est estimé par le rapport de la masse d'extrait brut obtenue a la masse

de la margine utilisée. Il est exprimé en pourcentage (%) et calculé selon la formule 1.

R=2% 4100 (1)

mmar
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R (%) : Rendement de I’extrait (%).
m e : Masse de I’extrait brute (g).
m mar : Masse de la margine utilisée (g).

Ce parameétre permet d’évaluer I’efficacité du procédé d’extraction, en indiquant la proportion

de matiére extraite par rapport a la matiére premicre utilisée.

5.2 Préparation de la fraction polaire par la méthode de Bligh & Dyer modifiée
5.2.1 Principe

La méthode de Bligh & Dyer modifiée permet de fractionner l'extrait en fraction polaire et
apolaire (méthanol, chloroforme, eau). Un prétraitement de l'extrait a 1'eau permet d'éliminer
une teneur résiduelle en sucre. Ensuite, 1’ajout d’un mélange de méthanol, chloroforme et eau
pour obtenir deux phases distinctes ; une phase chloroformique, et une phase plus polaire

méthanolique contenant les composés phénoliques [73].
5.2.2  Protocole

Dans un premier temps, un prétraitement a été réalisé afin d’éliminer les sucres : pour cela, 5 g
d’extrait d’acétate d’éthyle sec, ont été mélangés a 50 ml d’eau dans une ampoule a décanté.
Aprés séparation des phases, la phase organique a été récupérée. Ensuite, nous avons ajouté 20
ml de méthanol et 10 ml de chloroforme, le mélange a été ensuite agité vigoureusement pendant
2 minutes a I’aide d’un vortex. Par la suite, 10 ml de chloroforme et 18 ml d’eau ont été ajoutés,
suivis d’une nouvelle agitation de 2 minutes. Le mélange obtenu a été transféré dans une
ampoule a décanter afin de permettre la séparation des phases. Deux phases distinctes ont été
obtenues ; une phase organique (chloroforme), dans laquelle les lipides ont été extraits, et une

phase polaire (méthanol+ eau) qui est riche en produits phénoliques.

- A
28
Figure 10 : Agitation par Figure 11 : Extraction de la

vortex fraction polaire
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6. Analyses quantitatives des extraits

6.1 Détermination de la teneur en phénols totaux (TPC)

Elles ont été déterminées selon la méthode développée par Vasquez Roncero (1973) qui utilise

le réactif Folin-Ciocalteu et I’acide gallique comme standard [74].
6.1.1 Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide jaune composé d’un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3zMo1204P). Lors de
I’oxydation des substances phénoliques, le réactif est réduit en mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne. La coloration obtenue aprés la réaction est proportionnelle a la

concentration de polyphénols présents dans 1’extrait [75].

Le calcul de la teneur en mg EAG par gramme d'extrait sec par la relation 2

CxV
T=7

T : Taux des composés phénoliques (mg EAG/g d'extrait sec).
C : Concentration d'extrait équivalente a I’acide gallique.
V : Volume total de milieu réactionnel (ml).
M : Poids sec de I’extrait (g).
6.1.2 Préparation de la série d’étalonnage

Pour chaque tube a essai, nous avons introduit 500 pl de méthanol, 2.5 ml d’eau distillée et 3
ml de solution de carbonate de sodium (Na2COs) a 7.5 %. Le premier tube contenait 2 ml de la
solution mére d’acide gallique a une concentration de 1 mg/ml. A partir de la solution mére,
nous avons effectué une série de dilutions en transférant successivement 500 ul de chaque tube
dans le suivant, apres agitation. Cette opération a été poursuivie jusqu’a 1’obtention de toutes
la série de dilution. Par la suite, 500 pul de réactif de Folin-Ciocalteu a été ajoutés dans chaque
tube. Les tubes ont ét¢ incubés a 25 °C, a I’abri de la lumicre, pendant 30 minutes. L.’absorbance
de chaque solution a été mesurée a 770 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV-Visible, en

utilisant le méthanol comme un blanc.
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L B |

Figure 12 : Série d’étalonnage de ’acide gallique
6.1.3 Préparation des extraits

2 mg de chaque échantillon (extrait d'acétate et la fraction polaire) ont été dissous dans 4 mL
de méthanol. Un volume de 0,5 mL de cette solution a été introduit dans un tube a essai
contenant 2,5 mL d'eau distillée et 3 mL de solution de carbonate de sodium. Apres
homogénéisation, 0,5 mL de réactif de Folin-Ciocalteu a été ajouté. Le mélange a ensuite été

incubé pendant 30 minutes a température ambiante, a I'abri de la lumiere.

La concentration en composés phénoliques totaux des échantillons est calculée a partir de la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique, et les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide

gallique par g d’extrait sec (mg EAG/g d’extrait).

6.2 Dosage des flavonoides totaux (TFC)
6.2.1 Principe

Le dosage des flavonoides totaux s'effectue par la formation d'un complexe entre les ions A"
et les groupements hydroxyles des flavonoides, cette réaction génere une coloration jaune

mesurable a 444 nm [76].

Le calcul de la teneur en mg EQ par gramme d'extrait sec par la relation 3

CxV
= o

T : Teneur en flavonoides totaux (mg EQ/g d'extrait sec).
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C : Concentration d'extrait équivalente a la quercétine.
V : Volume total de milieu réactionnel (mL).
M : Poids sec d'extrait (g).

6.2.2 Préparation des solutions

» Solution de quercétine
Une solution de quercétine a été préparé a une concentration de 0,5 mg/mL.
» Solution de chlorure d’aluminium

Une masse de 2 g de chlorure d’aluminium (AICls) a été pesée et introduite dans une fiole
jaugée de 100 mL. Nous avons ajouté du méthanol suivi d’une agitation jusqu’a dissolution

compléte du sel. La solution préparée correspond a une concentration de 2 % (m/v).
6.2.3 Préparation de la série d’étalonnage

Nous avons préparé une série de dix tubes a essai numérotés de C1 a C10. Le tube n° 1 a été
obtenu en introduisant 4 ml de la solution mére de quercétine, a une concentration de 0,5
mg/mL. Nous avons ensuite réalisé une dilution successive en transférant 2 ml du contenu du
tube n°1 dans le tube n°2, préalablement rempli de 2 mL de méthanol. Aprés agitation, le méme
proceédé a été appliqué successivement jusqu’au tube n°l10, afin d’obtenir une gamme de
concentrations étalons. Nous avons ajouté 2 mL de la solution de chlorure d’aluminium dans
chaque tube. Les tubes ont été agités, puis laissés a température ambiante pendant 10 minutes.
Les absorbances ont ét¢ mesurées a 444 nm a ’aide d’un spectrophotometre UV-Visible, en

utilisant le méthanol comme blanc.
6.2.4 Préparation des extraits

Dans un tube a essai, 2 mL de chaque échantillons (extrait d’acétate et la fraction polaire) sont
mélangés avec 2 mL de la solution de chlorure d’aluminium (AICL a 2 %), le mélange est agité
puis incubé a température ambiante pendant 10 minutes, I’absorbance est ensuite mesurée a

I’aide d’un spectrophotometre UV-Visible a une longueur d’onde de 444 nm.
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Figure 13 : Série d’étalonnage de la quercétine

7. Analyse par Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

L'identification de la composition chimique de la fraction polaire de margine a été réalisée
qualitativement par analyse chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse (CG/SM).

Les analyses CG/SM ont été effectuées sur un systeme GC2010 (Shimadzu, Kyoto, Japon). Le
systéme d'analyse est équipé d'un injecteur a échantillonneur automatique et d'une colonne de
séparation capillaire en silice fondue HP-5 (30 m x 0,25 mm i.d., df 0,25 um). L'hélium a été
utilisé comme gaz vecteur a un débit constant de 28,8 ml/min et & une vitesse linéaire constante
de 33,3 cm/s, ce qui correspond a une pression d'entrée de 43,6 kPa. La température de
l'injecteur a été réglée a 250 °C. La température du four a été maintenue a 70°C pendant 5
minutes, puis augmentée a 250°C a une rampe de 3°C.min-1. Les températures de l'interface et
de la source d'ions étaient respectivement fixées a 250°C et 200°C. L'acquisition a été réalisée
en mode balayage complet dans la gamme de masse 35 a 550 m/z, avec un intervalle de
balayage de 0,2 s. L’extrait a été¢ dissous dans le méthanol a une concentration de 10mg/mL

puis 1 uL a été injecté en mode division split avec un rapport de division (split ratio) de 1:50.
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Le traitement des données est réalisé a I’aide du logiciel LabSolution ver. 5,97 (Shimadzu,

Kyoto, Japon).

L'identification a été réalisée en appliquant deux filtres, une correspondance de similarité
spectrale supérieure a 90 % et une correspondance de l'indice de rétention linéaire (IRL)
calculée a 1'aide d'une série d'homologues de n-alcanes saturés C7 et C40 (1000 g/ml, 49452-
U) fournis par Merck KGaA (Darmstadt, Allemagne) avec une fenétre de filtrage de £10 unités
IRL. Une identification plus poussée a été réalisée sur la base des spectres de masse rapportés
par des spécialistes [77]. Pour caractériser et identifier la composition chimique, les bases de
données suivantes ont été utilisées : WI1IN17 (DB1) (Wileyl1-Nist17, Wiley, Hoboken, NJ,
USA ; et FFNSC 3.0 (DB2) (Shimadzu, Kyoto, Japon).

8. Evaluation de I’activité antioxydante de ’extrait et de la fraction polaire

8.1 Principe

Le test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est une méthode d'évaluation de l'activité
antioxydante d'un extrait. Il consiste & mesurer sa capacité a neutraliser le radical libre DPPH",
ce radical de couleur violette, subit une réduction en présence d'antioxydants, entrainant une
décoloration vers le jaune. Cette diminution d'intensité de la couleur est proportionnelle a
l'activité antioxydante, elle peut étre quantifiée par spectrophotométrie a une longueur d'onde

de 517 nm [78].
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Figure 14 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH
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L’activité antioxydante est définie par le pourcentage d’inhibition PI %, ou 1’absorbance du
mélange réactionnel qui contient le radical libre et I’échantillon de 1’antioxydant est reliée a

I’absorbance du mélange sans aucun antioxydant avec 1’équation 4

Abs blanc—Abs échantillon
0 —_— *
PI% Abs blanc 100 (4)

Abs échantillon : Absorbance a 517 nm du mélange réactionnel (échantillon + DPPH).
Abs blanc : Absorbance a 517 nm (méthanol + DPPH).

8.2 Préparation des solutions

8.2.1 Solution de DPPH

Nous avons préparé une solution de DPPH a 4 % (4 mg dans 100 mL de méthanol).
L’absorbance de la solution a été vérifiée a 517 nm et ajustée pour se situer entre 0,7 et 0,8.
Toutes les étapes ont été réalisées a 1’obscurité afin d’éviter toute dégradation photochimique

du radical.
8.2.2 Solution de I’acide ascorbique

La solution de I’acide ascorbique a été préparer a une concentration de 1mg /mL dans le

méthanol.
8.2.3 Evaluation de ’activité

Les échantillons testés ont été préparés a une concentration mere C1 €galea 1, 0.5, 0.25 mg/mL,
pour I’acide ascorbique, 1’extrait d’acétate et la fraction polaire obtenue par la méthode de Bligh
& Dyer modifiée, respectivement. Chaque extrait a été réparti sur une ligne distincte d’une
microplaque de 96 puits. Pour chaque échantillon, 140 pL de solution ont été déposés dans le
premier puit, puis des dilutions sériées ont été réalisées a 1’aide de méthanol. Ensuite, 280 uLL
de la solution de DPPH ont été ajoutés a chaque puit. Un blanc a été préparé en ajoutant
uniquement du méthanol et du DPPH, sans échantillon. La microplaque a ensuite été incubée a
I’obscurité pendant 30 minutes, et I’absorbance a été mesurée a 517 nm a 1’aide d’un lecteur

ELISA.
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Figure 15 : Résultat de ’activité antioxydante

9. Synthese verte et caractérisation des nanoparticules d’argent

9.1 Expériences préliminaires

Nous avons réalis¢ la synthése des nanoparticules d’argent en testant deux concentrations de
nitrate d’argent (AgNOs) : 1 mM et 1 M, ainsi que deux concentrations de I’extrait végétal 1
mg/mL et 0,25 mg/mL. Pour chaque condition, une série de cinq tubes a essai a été préparée,
chacun contenant un volume total fixe de 10 ml. Dans le tube 1, nous avons introduit 0,5 mL
de I’extrait, complétés par 9,5 mL de la solution d’AgNOs. Le volume de I’extrait a ensuite été
augmenté de 0,5 ml a chaque tube, jusqu’a atteindre 2,5 mL dans le tube 5, avec une diminution
équivalente du volume d’AgNOs (7,5 mL). Chaque tube a été agité au vortex pendant 10
minutes. Ensuite, 500 pL d’une solution de NaOH ont été ajoutés dans chaque tube pour ajuster

le pH a 11, suivis d’une agitation supplémentaire de 2 minutes au vortex.

La formation des nanoparticules a été suivie visuellement par le changement de couleur des

solutions, afin de fixer les conditions optimales de synthése.

9.2 Synthése dans les conditions optimales
Dans un ballon rond a fond plat, nous avons introduit 5 mL d’un extrait aqueux a une
concentration de 0,25 mg/mL. Parallelement, 15 mL d’une solution de nitrate d’argent (AgNOs)
a 1 M ont été placés dans une ampoule a décanter. Le montage a été effectué de maniere a
permettre 1’ajout goutte a goutte de la solution d’AgNOs dans le ballon sous agitation continue.
Une fois toute la solution ajoutée, 500 pL de solution de NaOH ont été incorporés pour favoriser

la formation compléte des nanoparticules. Le suivi de la réaction a été réalisé par spectroscopie
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UV-Visible afin de confirmer la formation des nanoparticules d’argent. La solution a ensuite
été transférée dans des tubes et centrifugée pendant 30 minutes a 4500 tours par minute (rpm)
a une température de 4 °C [79]. Le précipité obtenu a été lavé deux fois avec de 1’eau distillée,
puis séché dans une étuve a 50 °C pendant 24 heures. Enfin, les nanoparticules séches ont été

récupérées a I’aide d’une spatule a partir du verre de montre.

Figure 16 : Montage de la synthése des nanoparticules

9.3 Caractérisation des nanoparticules d’argent

9.3.1 Spectrophotométre UV-Visible

La réduction des ions Ag" a été évaluée a ’aide d’un spectrophotométre UV-Visible. Pour cette
analyse, 3 a 4 ml de la solution des nanoparticules ont été placés dans une cuvette en quartz
avec un trajet optique de 1cm. L’absorbance a été mesurée sur une plage de longueurs d’onde

de 300 a 600 nm.

Figure 17 : Spectrophotomeétre UV-
Visible 36
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9.3.2 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) en mode ATR (Attenuated Total
Reflectance) a ¢été utilisée pour identifier les groupes fonctionnels présents dans la fraction
polaire et les nanoparticules synthétisées. Cette technique rapide permet de déterminer la
structure moléculaire en mesurant I’absorption du rayonnement infrarouge par les liaisons
chimiques. Chaque groupe fonctionnel absorbe a une fréquence spécifique, produisant un

spectre caractéristique en fonction du nombre d’ondes (cm™).

Toutes les mesures ATR-FTIR ont été réalisées a I’aide du spectrometre Nicolet iIS10 équipé

d’un accessoire Smart ITR avec cristal de diamant (Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis).

Une petite quantité de la poudre des nanoparticules synthétisées, a été préalablement préparé
dans le KBr, aprés directement déposée sur le cristal de I’ATR, tandis que, une petite quantité
de la fraction polaire a été déposé directement sans traitement préalable. Le spectre infrarouge
a ensuite été enregistré dans une gamme des nombres d’onde allant généralement de 4000 a
500 cm™, permettant 1’identification des principales fonctions chimiques présentes dans les

deux échantillons.

Figure 18 : Spectrometre infrarouge a transformée de Fourier-
ATR
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9.3.3 Mesure de la taille des particules (DLS)

Le diametre hydrodynamique des particules d’argent synthétisée a partir de la fraction volatile,
et I'indice de polydispersité (PDI), ont ét¢ évalués a 1'aide d'un appareil de diffusion dynamique
de la lumiere (HORIBA-[SZ-100], Japon). La taille des particules d’argent a été quantifiée par
le diameétre moyen de la taille des particules dispersées (nm), tandis que la distribution des
nanoparticules a été caractérisée par l'indice de polydispersité (PdI). Il est a noter que la mesure

a été répétée deux fois.

Un traitement préalablement a été fait pour la mesure, consiste a faire dissoudre la poudre des

nanoparticules d’argent dans le DMSO a une concentration de 0,1 mg/mL.
9.4 Activité antibactérienne

Dans ce travail, nous avons étudié 1’efficacité antibactérienne de 1’extrait d’acétate, la fraction
polaire et les nanoparticules d’argent. L’objectif est de voir si ces substances sont capables
d’empécher la croissance de certaines bactéries pathogenes. Pour cela, nous avons testé leur
action sur quatre types de bactéries : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus et Enterococcus faecium. La méthode utilisée est celle de la micro-
dilution en bouillon, qui permet de déterminer la plus faible concentration efficace (appelée

CMI).
9.4.1 Microorganismes testés

Quatre souches bactériennes de référence ont été sélectionnées pour évaluer l'activité
antibactérienne de 1'extrait d'acétate, la fraction polaire et les nanoparticules synthétisées. Ces
souches, provenant de 1'American Type Culture Collection (ATCC), ont été choisies en raison
de leur importance en maticre de santé publique et de leur capacité a représenter a la fois les

bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Leur identification est présentée dans le tableau 4 :

Tableau 4 : Souches bactériennes utilisées

Souches Gram Références
(ATCC)
Escherichia coli (E. coli) - 25922
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) - 27853
Staphylococcus aureus (S. aureus) + 25923
Enterococcus faecium (E. faecium) + 29202
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9.4.2 Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture Luria-Bertani (LB) a été préparé en dissolvant 12.5 g de poudre LB dans
500 mL d’eau distillée sous agitation jusqu’a dissolution compléte. Le pH a été ajusté a 7 a
I’aide d’une solution de I'hydroxyde de sodium NaOH (1M), puis le milieu a été stérilisé par

autoclave a 120°C pendant 20 minutes.
9.4.3 Préparation des précultures

A partir des cultures jeunes préparées, nous avons prélevé quelques colonies bactériennes que
nous avons transférées dans 50 mL de milieu de culture liquide LB stérile. Les inoculums ainsi
préparés ont été incubés dans un agitateur orbital (shaker) a 37 °C pendant 24 heures. A ’issue
de I’incubation, la densité optique de chaque suspension microbienne a été mesurée a 1’aide
d’un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 625 nm. La densité obtenue correspond a une

absorbance de 0.08, indiquant une concentration cellulaire optimale pour les tests a venir.
9.4.4 Testde la CMI par micro dilution

Les solutions meres de 1’extrait d’acétate, la fraction polaire et les nanoparticules ont été
préparées a une concentration de 10 mg/mL dans du diméthyle sulfoxyde DMSO stérile. Ensuite
nous avons rempli le premier puit de chaque ligne de la microplaque 96 puit avec 300 pL de
bouillon LB. Les 11 puits suivants ont été remplis avec 150 pL de bouillon LB. 30 pL ont été
retirés du premier puit, et remplacés par 30 pL de la solution testée (extrait d’acétate, fraction
polaire et nanoparticules). Une série de dilutions successives au rapport (1/2) a été réalisée
manuellement de puit en puit jusqu’au dixiéme, permettant d’obtenir une gamme de
concentrations décroissantes. Le onziéme puit a été utilisé comme contrdle négatif, contenant
uniquement du milieu LB (Luria-Bertani), sans ajout d’extrait, ni des nanoparticules, ni de
suspension bactérienne. Le douziéme puit a servi de contrdle positif, contenant uniquement le
milieu LB et la suspension bactérienne. Ensuite, nous avons ajouté 20 pL. de la suspension
bactérienne dans chaque puit. La plaque été incubées a 37 °C pendant 24 heures. Ce protocole

a été appliqué a chacune des souches bactériennes testées.
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PARTIE 03 : RESULTATS ET DISCUSSION
1. Caractéristiques organoleptiques des échantillons

Dans cette étude, trois critéres ont été pris en considération pour évaluer les caractéristiques
organoleptiques des échantillons analysés : 1’aspect, la couleur et I’odeur. Ces propriétés

permettent une premicre évaluation visuelle et sensorielle des produits avant les analyses

approfondies.
Tableau 5 : Caractéristiques organoleptiques des échantillons
Echantillon Aspect Couleur Odeur
Extrait acétate Liquide visqueux Brun foncé Odeur
caractéristique
Fraction polaire Liquide visqueux Brun clair Odeur
caractéristique

2. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction a 1’acétate d’éthyle obtenu a partir de 1Kg de la margine brute est
égale a 0.48 %. Cette valeur se trouve dans ’intervalle des valeurs rapportées par la littérature,

a savoir 0.3 — 0.6 % [80].
Le rendement de la fraction polaire a partir de 5g d’extrait d’acétate est égale a 2%.
3. Analyse quantitative des extraits
3.1 Teneur en composés phénoliques totaux (TPC)

La détermination de la teneur en composés phénoliques totaux (TPC) des extraits obtenu a été
effectuée selon la méthode de Folin-Ciocalteu, la quantification a été effectuée par comparaison
avec une courbe d'étalonnage établie a partir de solution standard d'acide gallique (Figure 19),
les résultats obtenus sont exprimés en milligrammes Equivalents Acide Gallique (EAG) par

gramme d'extrait sec (mg EAG/g d’extrait).
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Figure 20 : Variation de I’absorbance d’acide gallique en fonction de la concentration

La concentration Equivalents Acide Gallique (mg EAG/g) a été obtenue par extrapolation de
I'absorbance mesurée de la fraction polaire et de I’extrait d’acétate sur cette courbe, cette

méthode permet ensuite le calcul de la teneur en mg EAG par gramme d'extrait sec.

Lors de I’analyse par le réactif de Folin-Ciocalteu, une différence visuelle nette a été observée
entre les deux extraits. L’intensité de la couleur est un indicateur qualitatif fiable de la richesse
en composés phénoliques. La fraction polaire obtenue selon la méthode de Bligh & Dyer
modifiée a présenté une coloration bleu foncé intense, tandis que 1'extrait de 'acétate d'éthyle a
montré une teinte bleue plus claire et moins marquée. Cette différence de coloration refléte la
concentration relative en composés phénoliques. Plus la couleur est foncée, plus 1’extrait est

riche en agents réducteurs (polyphénols).

Figure 22 : Solutions de 1’acide gallique

I’extrait par le réactif de F-C avec le réactif de F-C a différentes a1

concentrations

Figure 21 : Coloration de
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Ces observations sont confirmées par les résultats quantitatifs du contenu total en polyphénols
(TPC). La fraction polaire obtenue par la méthode de Bligh & Dyer modifiée a présenté une
valeur de 802.75 mg EAG/g d’extrait, tandis que celui obtenu par 1’acétate d’éthyle a atteint
seulement 331.5 mg EAG/g. Des travaux antérieurs sur des extraits de margines ont montré des
valeurs de TPC de 291.25 mg EAG/g et 122.34 mg EAG/g [81], et 373.21 mg EAG/g [82]. La
valeur obtenue dans notre étude est du méme ordre de grandeur que dans le cas de certains
travaux et nettement inférieure que celle d’autres. Il faut souligner que le TPC dépend de
plusieurs parametres, notamment la région de récolte des olives, la pluviométrie et le climat et
la nature du sol [83]. Concernant la fraction polaire obtenue par la méthode de Bligh & Dyer
modifiée, nous n’avons pas retrouver dans la littérature des travaux similaires. Cette différence
de TPC suggere que la fraction polaire obtenue par la méthode de Bligh & Dyer modifiée est
majoritairement constituée de composés phénoliques, traduisant une extraction plus sélective
des polyphénols. En revanche, I’extrait de 1’acétate, issu d’un solvant semi-polaire, contient un
mélange plus complexe de composés, incluant non seulement des polyphénols, mais également
des acides gras, des tanins et d'autres métabolites secondaires. Cette composition mixte

explique la différence des valeurs en TPC observée entre les deux extraits.
3.2 Teneur en flavonoides totaux (TFC)

La détermination de la teneur en flavonoides totaux (TFC) de I’extrait a été réalisée selon la
méthode colorimétrique a I’aluminium, la quantification a été effectuée par comparaison avec
une courbe d’étalonnage (Figure 22) établie a partir de solutions standards de quercétine. Les

résultats sont exprimés en milligrammes équivalents de quercétine par gramme d’extrait sec

(mg EQ/g d’extrait).
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Figure 23 : Variation de I’absorbance de la quercétine en fonction de la concentration 42
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La concentration en Equivalents Quercétine (mg EQ/g) a été obtenue par extrapolation de
I'absorbance mesurée des extraits sur cette courbe, cette méthode permet ensuite le calcul de la

teneur en mg EQ par gramme d'extrait sec.

L’analyse de la teneur en flavonoides totaux (TFC) a révélé une différence marquée entre
I’extrait de margine et la fraction polaire. En effet, la fraction polaire obtenue par la méthode
de Bligh & Dyer modifiée présente une teneur en flavonoides de 11.06 mg EQ/g d’extrait,
nettement plus élevée que celle de 1’extrait brut de I’acétate, dont la valeur est de 1.834 mg
EQ/g d’extrait. Cette différence s’explique principalement par la nature des composés extraits
par chaque méthode. La méthode de Bligh & Dyer modifiée, basée sur une extraction
biphasique (chloroforme/méthanol/eau), est congue pour isoler de maniére efficace les
composés polaires, notamment les polyphénols, dont les flavonoides constituent une sous-
classe importante. Cela justifie a la fois la forte teneur en polyphénols totaux et la présence
significative de flavonoides dans la fraction polaire. Cependant, I’extrait d’acétate est
chimiquement plus complexe. Il contient un mélange hétérogéne de composés, y compris des
substances moins polaires, ce qui diminue la proportion relative des flavonoides. La littérature
montre des valeurs de 80.6 et 75.8 [81] et 3.8 mg EQ/g [84]. Il est bien clair que les valeurs
obtenues dans le présent travail sont relativement inférieures a celle de la bibliographie. Cette

différence, notable, est liée a plusieurs facteurs comme rapportée précédemment.
4. Activité antioxydante

Les résultats du pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH par extrait d’acétate et la
fraction polaire sont illustrés dans la Figure 24. Ces résultats sont comparés aux pourcentages
d'inhibition par un puissant antioxydant (acide ascorbique), utilis¢ dans cette étude comme

standard (Figure 23).

P d'hinibiton %
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Figure 24 : Variation de pourcentage d’inhibition d’acide ascorbique en fonction de
la concentration 43
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Figure 25 : Variation du taux de piégeage du DPPHe par I’extrait d’acétate et la
fraction nolaire en fonction de la concentration

L’évaluation comparative de 1’activité antioxydante révele des variations significatives en
fonction du type d’extrait analysé. L'acide ascorbique, utilis¢€ comme composé de référence, a
démontré une 1Cso extrémement faible et égale a 0.0147 mg/mL, indiquant ainsi une capacité
antiradicalaire treés élevé. Cette efficacité remarquable s'explique par plusieurs facteurs,
notamment sa structure chimique simple, sa solubilit¢ dans I'eau et sa capacité a céder
rapidement des électrons ou des atomes d'hydrogéne aux radicaux libres. La fraction polaire
obtenue par la méthode de Bligh & Dyer modifiée a également présenté une bonne activité
antioxydante avec une valeur de ICsp = 0.048 mg/mL, ce qui s’explique par sa richesse en
composés phénoliques polaires, notamment les polyphénols et les flavonoides, reconnus pour
leur aptitude a piéger les radicaux libres grace a leurs nombreux groupements hydroxyles. En
revanche, I’extrait d’acétate présente une valeur de ICso plus élevée, 0.192 mg/mL, traduisant
ainsi une activité antioxydante plus modeste. Cette différence des valeurs de la fraction polaire
et d’extrait peut €tre attribuée a la composition chimique, 1’extrait d’acétate d’éthyle contenant
a la fois un mélange des composés semi-polaire tel que les tanins, les acides gras et d’autres
métabolites secondaires, et certains de ces composés peuvent présenter une activité
antioxydante moindre, ou interagir de maniere défavorable avec le radical DPPH, réduisant
ainsi D’efficacité globale de I’extrait. En effet, certaines études antérieures sur des extraits de
margines par I’acétate ont rapporté des valeurs d’ICso allant de 0.03 a 0.09 mg/mL [81], Cette
variabilité¢ peut s’expliquer par les différences dans la composition chimique des extraits,
influencée par les conditions d’extraction, la polarité du solvant et I’origine de la biomasse. Par
ailleurs, un extrait méthanolique obtenu par macération a présenté une ICso de 0.16 mg/mL [85],

valeur proche de celle obtenue avec I’extrait d’acétate, corroborant ainsi I’impact du choix du
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solvant sur le profil bioactif et D’efficacité¢ antioxydante. Ces observations soulignent

I’importance cruciale de la sélection des procédés d’extraction pour maximiser la récupération

des composés phénoliques et optimiser 1’activité antioxydante des extraits.

5. Analyse par Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

(CG/SM)

Le tableau 6 regroupe les composés identifiés, les indices de rétention calculés et ceux fournis

par la littérature, le pourcentage d’aires (% en masse), la formule brute, la masse molaire. Les

produits non identifiés ont été décrits par le rapport m/z et le pourcentage de chaque fragment.

Tableau 6 :

Composition chimique de la fraction polaire de la margine

Num | Composé IR IR lit Aire % Formule Masse molaire
cal
1 2-butoxyéthanol 908 905 0.61 CeH1402 118
2 Catechol 1207 | 1197 3.10 CeHsO2 110
3 2,3- 1223 | 1226 0.89 CsHsO 120
dihydrobenzofura
ne
4 4-ethylguaiacol 1320 | 1303 0.94 CoH 1202 152
5 4-Ethyl catechol 1391 | 1392 5.94 CsH1002 138
6 Tyrosol 1434 | 1427 29.76 CsH1002 138
7 NI'1 1415 | 0.67% | 41(21.66%)  79(47.34%) 95(8.69%)  109(100%);
140(11.19%) 168(50%)
8 3,5- 1451 | 1096 0.92 CoH120 165
Dimethylanisole
9 2.,4-Di-tert- 1517 | 1518 0.55 C14H20 206
butylphénol
10 Alcool 1537 | 1530 1.27 CoH 1203 168
homovanillique
11 NI2 1656 | 5.52% | 41(29.03%); 79(36.22%); 95(39.30%); 125(100%);

138(15.1%); 166(25.80%); 183(11.31%)
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12 | NI3 1707 | 1.02% | 53(36.4%); 79(100%); 105(79.9%); 150(45.74%);
164(19.81%); 178(56.20%); 210(14.50%)

13 | NI4 1804 | 1.30% | 41(40.92%); 67(100%); 95(42.02%); 125(62.78%);
138(43.94%); 166(77.62%); 184(11%)

14 | NI5 1827 | 1.48% | 55(23.48%); 79(41.87%); 93(22.78%); 109(22.94%);
137(18.49%); 179(5.65%); 197(100%); 210(3.44%)

15 |NI6 1014 [ 5.86% | 55(75.48%); 79(100%); 95(56.62%); 125(94.23%);
151(38.82%); 178(29.96%); 182(46.56%); 210(16.62%)

16 |NI7 1933 [2.49% | 55(64.06%); 79(100%); 95(55.25%); 125(64.24%);
150(32.15%); 168(24.68%); 197(54.43%); 210(19.89%)

17 | NIS 1973 | 1.05% | 55(67.40%); 79(100%); 95(67.57%); 108(56.94%);
137(51.15%); 168(29.02%); 196(11.51%)

IR lit : Indice de Rétention Linéaire rapporté dans la littérature, IR cal : Indice de Rétention Linéaire calculés par

le logiciel, NI : Composé non identifié

L’analyse par CG/SM de la fraction polaire a permis d’identifier 9 composés, la majorité des
composés appartiennent a la classe des polyphénols, notamment des dérivés du benzene
substitué tels que le méthoxybenzene, le benzeénediol et d’autres phénols alkylés, confirmant la
richesse en composés phénoliques. La présence de dérivés de benzofurane ainsi que d’esters et
d’alcools primaires a également été relevée, ce qui témoigne de la complexité chimique de la
fraction polaire obtenue. Ce résultat pourrait étre a ’efficacité de la méthode d’extraction
employée pour cibler cette classe spécifique de métabolites secondaires. La présence
majoritaire des polyphénols est particulierement intéressante dans le cadre de la synthese verte
des nanoparticules d’argent. En effet, ces composés sont reconnus pour leur double rdle, d’une
part en tant qu’agents réducteurs, capables de convertir les ions Ag* en argent métallique (Ag°),
et d’autre part comme agents stabilisants empéchant 1’agrégation des nanoparticules et

contribuant a leur stabilité colloidale.

La composition chimique est dominée par le tyrosol, avec une aire d’environ 29.76 %. Ce
composé appartient a la famille du type C¢-C, caractérisée par un noyau aromatique substitué
par une chaine a deux atomes de carbone. Le tyrosol, rencontré dans plusieurs huiles essentielles
et extraits [86], est un antioxydant majeur, connu pour sa capacité a piéger les radicaux libres
[87], protéger les membranes cellulaires et doté d’une forte activité antimicrobienne [88] et

antiinflammatoire [89]. Sa biosynthése passe par la tyrosine, un produit obtenu a partir du
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chorismate, via une transamination, décarboxylation et une réduction jusqu’a la formation du

tyrosol (Figure 25).

Plus du tyrosol, d’autres produits phénoliques ont été identifiés, a savoir : le catéchol (3.10 %),
un dihydroxybenzéne (Cg), a fort pouvoir antioxydant [90]. Le 4-Ethyl catéchol (5.9%) fait
partie de la famille des catéchols, qui sont des composés comportant deux groupes hydroxyle
sur les carbones adjacents d'un anneau de benzeéne, reconnu pour ses propriétés antioxydante,
antiinflammatoire et anticancéreuses [91]. Le 4-ethyl-guaiacol (0.94 %), issu du métabolisme
du coniféryl alcool, combine une structure de type Cs-C2 avec un groupement méthoxy en
position ortho, ce qui modifie ses propriétés €lectroniques et sa réactivité [92], il est doté
d’activités antimicrobienne et antioxydante [93]. Le benzofurane-2,3-dihydro (0.89 %),
composé hétérocyclique, bien que moins polaire, pourrait également contribuer a 1’effet
antimicrobien global [94]. Enfin, le 2-butoxyéthanol (0.61 %) est un éther aliphatique qui

semble d’origine exogeéne ou résiduelle [95].

L’examen du tableau 6 révele que la totalité des composés identifiés (1-6 & 8-10) sont de nature
phénolique, appartenant majoritairement aux familles Cs, Cs-C1 et Cs-C2, dérivées de la voie
du shikimate [96]. Cette composition refléte une orientation métabolique vers la production de
métabolites secondaires bioactifs, dotés de fortes propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et

protectrices.

47




PARTIE 03 : RESULTATS ET DISCUSSION

CCy

il
fl Eigtmz

S—Dehv droshildm ate

Chmmn ate
Ervthrose 4-phosphate Chorism ate
CCrCH mutase
CCs
-EE.EC"r. i
mmransf erase O
Diecarboxvlase 2" Préphénate
OH
Ac_p- l:numaﬂque Tvﬂ,mﬂe
CC
b-Oxydation \ z
MH5*
CH-CH
™
Cater_hu] HO Phenwr] alanin
4-HPP
GCHa D Pyruvate
OH \ co; decarboxvlase Auntre
G compose
Conifervl alcool =3 P
1. Décarboxvlah on 4-HPAA
OCHz o
2_ Alkvylation NATDH
Alcool
CH _=CHG deh;tr'dru
m genase NADH
GCHa CH CH
CH-
4-ethvl guaiacol
T
CC.Hz
CH
Tvrosol
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présentes dans la fraction polaire
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6. Synthese des nanoparticules d’argent

La synthése des nanoparticules d’argent a été optimisée en testant différentes concentrations de
la fraction polaire et de nitrate d’argent. Les conditions optimales ont été obtenus avec une
concentration de 0.037 mg/mL d’extrait et 1 mol/L. de AgNOs, dans un volume final de 10 mL,
contenant 1.5 mL d’extrait et 8.5 mL de solution de nitrate d’argent. Avant ’ajustement du pH,
le mélange réactionnel présente une couleur claire et une apparence colloidale, indiquant que
la réduction des ions Ag* n’a pas encore eu lieu de maniére significative. L’ajout de ’hydroxyde
de sodium permet d’augmenter le pH de la solution jusqu’a 11, condition essentielle pour
activer les groupements réducteurs présents dans I’extrait végétal. Immédiatement apres
I’ajustement du pH [55], un changement de couleur notable a été observé : la solution vire de
la couleur transparente a une teinte brun foncé, ce qui indique la formation des nanoparticules

d’argent.

Figure 27 : Différentes essaies de Figure 28 : Etape de
la synthése des nanoparticules ’ajout du NaOH

Apres la synthése, les nanoparticules d’argent formées ont été récupérées par centrifugation,
une étape essentielle pour séparer efficacement les nanoparticules solides du surnageant. Le
lavage a I’eau distillée a ensuite éliminé les impuretés résiduelles, telles que les ions n’ayant
pas réagis et les composés solubles de I’extrait végétal, améliorant ainsi la pureté des

nanoparticules.
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Figure 29 : Le milieu réactionnel des

; ) Figure 30 : Nanoparticules d’argent
nanoparticules apres centrifugeuse

6.1 Caractérisation structurale
6.1.1 UV-Visible

La formation des nanoparticules d’argent a été confirmée par spectrophotométrie UV-Visible
(Figure 30), a travers I’apparition d’un pic d’absorbance large autour de 440 nm, caractéristique
de la résonance plasmonique de surface (SPR). Ce résultat indique la réduction efficace des
ions d’argents en nanoparticules d’argent (AgNPs) par la fraction polaire. Selon la littérature,
les pics d’absorbance caractéristiques des nanoparticules d’argent apparaissent généralement
dans la plage de 400 a 450 nm [97-98]. Cette variation dépend notamment de la taille et de la
distribution des particules formées. Plusieurs études ont démontré que la synthese d’AgNPs a
partir de différents extraits végétaux entraine la formation de particules de tailles diverses,

influengant ainsi la position du pic SPR observé [55].
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Figure 31: Spectres UV-Visible des nanoparticules d’argent
50




FAosorbance

PARTIE 03 : RESULTATS ET DISCUSSION

6.1.2 Spectrophotomeétre FT-IR
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Figure 32 : Spectres FTIR de la fraction polaire et des nanoparticules d’argent

L’analyse comparative des spectres FTIR de la fraction polaire et des nanoparticules d’argent
met en évidence plusieurs modifications structurales traduisant I’implication de biomolécules
dans la synthése des nanoparticules. La bande large autour de 3400 a 3448 cm™’, attribuée aux
vibrations d’¢élongation O—H (alcools, phénols), est plus intense dans la fraction polaire, cette
intensité est moins marquée dans le spectre des nanoparticules, indique une consommation
partielle de ces groupes, ce qui confirmant leur rdle en tant qu’agents réducteurs et stabilisants
[99]. Les bandes situées entre 2920 et 2850 cm™, attribuées aux liaisons C—H aliphatiques,
deviennent trés faibles, suggérant des modifications des chaines carbonées. La diminution de
I’intensité de la bande située entre 1553 et 1854 cm™ dans le spectre des nanoparticules, par
rapport a celui de la fraction polaire, suggére une interaction directe entre les groupements

carbonyles (C=0, COO") et I’argent comme le confirment des travaux antérieurs [100].

Les bandes situées entre 1495 et 1553 cm™ apparaissent dans les deux spectres et sont attribuées

aux vibrations d’¢longation des doubles liaisons C=C aromatiques. Leur présence confirme la
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nature aromatique de certains composés présents dans la fraction polaire, notamment les
flavonoides (TFC élevée), caractérisés par des noyaux benzéniques. Ces composés sont encore
détectables dans le spectre des nanoparticules, suggérant qu’ils sont impliqués dans la

stabilisation des NPs par adsorption a leur surface.

Les zones de 950 a 1300 cm™ et 1000 a 1200 cm™ sont bien marquées dans le spectre de la
fraction polaire, témoignant de la richesse en composés oxygénés tels que les polyphénols ou
les tanins. Leur disparition dans le spectre des nanoparticules d’argent indique leur implication
directe dans la réduction des ions argent et/ou leur adsorption initiale a la surface des NPs,

suivie d’un réarrangement ou d’une désorption apres formation.

Enfin, les bandes caractéristiques situées a 618 cm™ et 558 cm™', quasiment invisible dans le
spectre de la fraction polaire mais nettement visibles dans celui des nanoparticules, sont
attribuées aux vibrations de liaison métal-oxygeéne (Ag-O). Ces bandes suggerent la formation
effective d’une interaction entre les groupements oxydés des biomolécules et les atomes
d’argent réduits, constituant ainsi une preuve spectroscopique directe de la formation des

nanoparticules d’argent [101].

6.1.3 Diffraction des Rayons X (DRX)
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Figure 33 : Spectre de diffraction des rayons X des

nanoparticules d’argent
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La figure 33 représente le diffractogramme des rayons X des nanoparticules d’ Argent réduites
par la fraction polaire. On observe deux pics a 330 et 380. Ces pics sont indexés respectivement
aux plans réticulaires (122) et (111) de 1’argent pur, ce qui confirme une structure cubique a
faces centrées (CFC), conformément a la fiche JCPDS n° 04-0783 [102]. Les résultats de DRX
démontrent clairement la nature cristalline des nanoparticules d’argent synthétisées par voie

verte comme décrit précédemment.
La taille des nanoparticules d’argent a été calculée en utilisant 1’équation de Debye-Scherrer :

D=0.90/(BcosB), ou D est la taille des cristallites, A la longueur d’onde des rayons X, B 1a largeur
a mi-hauteur du pic de diffraction, et 6 I’angle de Bragg. La taille des nanoparticules d’argent
obtenues est estimée a environ 42,19 nm, calculée a partir de la largeur du pic de réflexion le

plus intense (122).
6.1.4 Mesure de la taille des particules (DLS)

La DLS est lI'une des techniques les plus polyvalentes utilisées pour I'identification de la taille
des nanoparticules. La distribution moyenne de la taille des particules d'argent synthétisées est

indiquée dans la figure 35.

Distribution de la taille des particules

Intensité %
= = N N w
o (6] o (6] o

(9]

o

1 10 100 1000
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!
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Figure 35 : Profil DLS de la distribution de taille des nanoparticules d'argent synthétisées.

L'étude menée par DLS a permis de mettre en évidence le fait que les nanoparticules d'argent,
synthétisées a partir de la fraction polaire, s'inscrivent effectivement dans ['échelle
nanométrique. En effet, la taille moyenne de ces particules a été déterminée a 61,8 nm, tandis
que la valeur de l'indice de polydispersion s'est avérée égale a 1,3. Le pic unique indique la

distribution uniforme des nanoparticules [103].
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Les résultats obtenus présentent une faible concordance avec les estimations réalisées par le
DRX, mais ils sont acceptables car la DLS ne mesure que le diamétre et non la taille réelle des
nanoparticules. Cela peut inclure non seulement la particule elle-méme, mais aussi une couche
de solvant ou enrobage. La valeur de PDI ¢levée est probablement dii a une forte agrégation, et

une hétérogénéité du systeéme (mauvaise dispersion des nanoparticules dans le solvant).

6.2 Activité antibactérienne

6.2.1 Activité antibactérienne de 1’extrait d’acétate

L’extrait d’acétate a démontré une activité antibactérienne différenci¢e selon les souches
testées. Les bactéries a Gram positif, Staphylococcus aureus et Enterococcus faecium, se sont
révélées particulierement sensibles, avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 2,5
mg/mL, suggérant une bonne efficacité de ’extrait contre ces souches. A I’inverse, les bactéries
a Gram négatif ont montré une résistance plus marquée. Escherichia coli a présenté une
sensibilit¢ modérée (CMI = 5 mg/mL), tandis que Pseudomonas aeruginosa a été la plus

résistante, avec une CMI élevée de 10 mg/mL.
6.2.2 Activité antibactérienne de la fraction polaire

Les résultats montrent que la fraction polaire posséde une activité inhibitrice variable selon la
souche bactérienne testée. La meilleure efficacité a €té observée contre Staphylococcus aureus
(SA) et Enterococcus faecium (EF), toutes deux sensibles avec une CMI de 2.5 mg/mL,
indiquant une sensibilit¢ modérée de ces bactéries a I’extrait. Pseudomonas aeruginosa (PA) a
présenté une CMI de 5 mg/mL, tandis que Escherichia coli (EC) a été la moins sensible, avec
une CMI élevée de 10 mg/mL, traduisant une faible activité antibactérienne de la fraction

polaire sur cette souche.

6.2.3 Activité antibactérienne des nanoparticules

Les nanoparticules synthétisées a partir de la fraction polaire des margines ont montré une
activité antibactérienne marquée, avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
significativement plus faibles que celles de la fraction polaire. La meilleure activité inhibitrice
a été observée contre Staphylococcus aureus (SA), une bactérie a Gram positif, avec une CMI
de 0,078 mg/mL, indiquant une trés forte sensibilité. Enterococcus faecium (EF), également a
Gram positif, a montré une sensibilité marquée avec une CMI de 0.156 mg/mL, identique a

celle observée pour Pseudomonas aeruginosa (PA), une bactérie a Gram négatif. Enfin,
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Escherichia coli (EC) a présenté une CMI de 0.321 mg/mL, traduisant une efficacité inhibitrice

toujours présente, bien que 1égérement moindre.

6.2.4 Evaluation comparative de I’activité antibactérienne entre 1’extrait d’acétate, la fraction

polaire et les nanoparticules d’argent

Le tableau 7, présente les valeurs de CMI obtenues pour 1’extrait d’acétate, la fraction polaire

et les nanoparticules d’argent, testés contre différentes souches bactériennes.

Tableau 7 : Activité antibactérienne de 1’extrait d’acétate, la fraction polaire et les nanoparticules

d’argent (CMI en mg/mL)

Staphylococcus
aureus (SA)
Enterococcus
faecium (EF)
Pseudomonas

aeruginosa (PA)

Escherichia coli

(EC)

Extrait d’acétate

2,5

2,5

10

Fraction

polaire

2,5

2,5

10

Nanoparticules

0,078

0,156

0,156

0,321

Rapport
d’amélioration
(Extrait / NPs)
(Fraction / NPs)

32x (par rapport extrait)

(par rapport fraction)

16x (par rapport extrait)
(par rapport fraction)

64% (par rapport extrait)
32x (par rapport fraction)

15x (par rapport extrait)
31x (par rapport fraction)

Figure 34 : Microplaques illustrant I’activité antibactérienne

sur les différentes souches
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L'évaluation comparative entre l'extrait d'acétate, la fraction polaire et les nanoparticules révele

des différences significatives en terme d'efficacité antibactérienne.

L'extrait d'acétate présente une activité antibactérienne significativement supérieure contre les
bactéries a Gram positif, ce qui pourrait étre attribuable a une accessibilité accrue de leur paroi
cellulaire aux composés actifs. Cependant, les bactéries a Gram négatif, caractérisées par une
membrane externe plus complexe et imperméable, limitent la pénétration des substances
antibactériennes, ce qui explique leur résistance accrue et leur sensibilit¢é moindre a cet extrait
[104]. Ce résultat est cohérent avec les données de la littérature scientifique, qui ont démontré
que des extraits organiques (notamment a l'acétate d'éthyle) issus de matrices végétales ou
agroalimentaires ont une efficacité accrue contre des souches a Gram positif, en particulier
Staphylococcus aureus [104]. Cette propriété est attribuée a la présence de composés
phénoliques, flavonoides et acides gras, dont la lipophilie facilite la perturbation de la

membrane cytoplasmique bactérienne [105].

Cependant, 1'examen des résultats obtenus indique que la fraction polaire manifeste une activité
inhibitrice modérée contre les souches bactériennes testées. Cette propriété est
significativement plus marquée chez les bactéries & Gram positif que chez les bactéries a Gram
négatif, ce qui est en accord avec les résultats de recherches antérieures. En effet, la membrane
externe des bactéries a Gram négatif représente une barricre efficace qui limite la pénétration
des composés hydrophiles présents dans cette fraction [105]. Par ailleurs, la distribution
restreinte et la potentialité d'une altération chimique des composés polyphénoliques pourraient
aboutir a une diminution de leur efficacité antibactérienne dans les contextes expérimentaux

employés [106].

Dans le cadre de cette étude, I'analyse des nanoparticules d’argent synthétisées a révélé une
inhibition significativement plus marquée contre Staphylococcus aureus, une bactérie a Gram
positif, en comparaison avec l'extrait d'acétate et la fraction polaire. Cette sensibilité accrue est
attribuable a la structure de la paroi des gram positifs, composée d'une quantité¢ élevée de
peptidoglycane, mais dépourvue de membrane externe, ce qui facilite la pénétration des
nanoparticules [107]. Des recherches approfondies sur les nanoparticules d'argent ont révélé
une efficacité remarquable contre diverses bactéries a Gram positives. Cette efficacité est
attribuable a la capacité des nanoparticules d'argent de perturber la membrane bactérienne et de
générer des especes réactives de 1'oxygene [108]. Cependant, il a été observé que les bactéries

a Gram négatif présentent une sensibilité réduite. Cette propriété est attribuée a la membrane

56




PARTIE 03 : RESULTATS ET DISCUSSION

externe protectrice qui caractérise ces bactéries. Cette membrane restreint la pénétration des
nanoparticules, ce qui explique la moindre sensibilité des bactéries a8 Gram négatif par rapport
aux autres types des bactéries. En outre, la synthése des nanoparticules permet d'améliorer la
stabilit¢ des composés bioactifs extraits de la fraction polaire. Cette observation a été réalisé
dans le contexte de I'encapsulation des polyphénols au sein des nanoparticules de margine.
Cette encapsulation a pour effet de prolonger l'effet antibactérien et d'améliorer leur

biodisponibilité [109].
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Conclusion

Ce travail s’inscrit dans une démarche de valorisation des résidus agro-industriels, en particulier
la margine, en tant que source de composés bioactifs pour la synthése verte de nanoparticules
d’argent. L’extraction par la méthode de Bligh & Dyer modifiée a permis d’isoler une fraction

polaire riche en polyphénols avec un rendement de 2%.

Les teneurs en composés phénoliques totaux de I’extrait d’acétate et de la fraction polaire sont
de 331.5 et 802.75 mg EAG/g, respectivement, indiquant une richesse en composés

phénoliques.

Les teneurs en flavonoides totaux de I’extrait d’acétate et de la fraction polaire sont de 1.83 et

11.35 mg EQ/g, respectivement.

L’évaluation de I’activité antioxydante, réalisée par la méthode de DPPH, a révélé une ICso de
0,192 mg/mL pour I’extrait d’acétate et de 0,048 mg/mL pour la fraction polaire, indiquant des

propriétés antioxydantes notables.

L’analyse du profil chromatographique de la fraction polaire a révélé I’existence de vingt-huit
pics distincts. Suite a une analyse approfondie des banques de données spectrales, et la

similarité des indices de rétention, neuf produits ont été identifiés avec une précision optimale.

Les produits identifiés sont de nature phénolique, dont le composé majoritaire est le Tyrosol.
Une voie de biosynthese issue de 1’acide shikimique, a été proposer pour faire le lien entre ces

produits.

La synthese des nanoparticules d’argent a été réalis€ en utilisant la fraction polaire comme agent
réducteur et stabilisant, dans des conditions optimisées. La formation et les propriétés des
nanoparticules obtenues ont ensuite été confirmées par diverses techniques de caractérisation,
notamment I’UV-Visible qui montre une bande d’absorption autour de 435 nm. L’ analyse FT-
IR a révelé une large bande —OH dans la fraction polaire, atténuée apres la synthese, indiquant
I’implication des polyphénols dans la réduction des ions Ag*. Une bande nouvelle a 435 cm™!

dans le spectre des AgNPs atteste de la formation de liaisons Ag—O.

L’évaluation de I’activité antibactérienne a montré que les nanoparticules d’argent présentent

une efficacité significativement supérieure a celle des extraits seuls. Les valeurs de CMI des
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AgNPs varient entre 0,156 mg/ml et 0,321 mg/ml contre les souches testées, avec un rapport

d’amélioration (CMIg.p/ CMnpag) atteignant jusqu’a 64 fois.

Ces résultats confirment I’intérét de cette approche écoresponsable pour le développement de

nanomatériaux bioactifs.

Il serait pertinent de poursuivre ce travail par I’évaluation de la cytotoxicité des nanoparticules
d’argent synthétisées, ainsi que par I’étude approfondie de leurs mécanismes d’action,
notamment au niveau cellulaire et moléculaire. En outre, le tyrosol, identifié comme composé
majoritaire de la fraction polaire, demeure naturellement peu disponible. Ainsi, des études
futures pourraient s’orienter vers le développement de procédés de purification sélective de ce
composé a partir de la margine, en vue de son exploitation dans des applications

pharmaceutiques, cosmétiques ou alimentaires.
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Annexe 2 : Spectre de masse de quelque composé identifiée avec leur fragmentation
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Annexe 3 : Spectre de masse des composés non identifiés (Tableau 25)
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