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Résumé

Cette étude a pour objectif la valorisation de I’algue Padina pavonica en évaluantsespropriétés
antioxydantes. La premiére démarche dans cette étude consiste a uneextraction et synthese des
nanoparticules d’argent a base de cette algue. La teneur en substances bioactives a été déterminée par
des tests spectrophotométriques. L’activité antioxydante a été évaluée par quatre méthodes (DPPH,
ABTS, FRAP et phénanthroline). Les résultats obtenus ont révélé la richesse de I’extrait éthanolique
de Padina pavonica en polyphénols, flavonoides, chlorophylles et caroténoides.Ainsi, les tests de
I’activité antioxydante ont montré que I’extrait et les nanoparticules possedent une capacité a piéger
les radicauxlibres et a réduire les ions ferriques. En général, la richesse de P. pavonica en composé
bioactifs aux propriétés antioxydantes suggéresa potentielleutilisation dans les industries cosmétique,

alimentaires, pharmaceutiques.

Mots clés.Padina pavonica, nanoparticules, polyphénols, flavonoides, caroténoides, chlorophylles,
antioxydant.



Abstract

The aim of this study was the valorization of Padina pavonica algae by evaluating its
antioxidant properties. The first step in this study consists of an extraction and synthesis of silver
nanoparticles based on thisalgae. The content of bioactive substances was determined by
spectrophotometric tests. Antioxidant activity was assessed by four methods (DPPH, ABTS, FRAP
and phenanthroline). The results obtained revealed the richness of the ethanolic extract of Padina
pavonica in polyphenols, flavonoids, chlorophylls and carotenoids. Antioxidant activity tests showed
that the extract and the nanoparticles have an ability to trap free radicals and reduce ferric ions. En
general, the richness of P. pavonica in bioactive compounds with antioxidant properties suggests its
potential use in the cosmetic, food and pharmaceutical industries.

Keywords:Padina pavonica, nanoparticules, polyphenols, flavonoids, carotenoids, chlorophylls,

antioxidant.
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Introduction

Introduction
Les algues marines forment la principale végétation des mers et des océans. Elles sont représentées

par un nombre considérable de familles du sous regne Thallophyta (Sirbu et al., 2006).Elles occupent
une place importante dans le milieu marin avec un nombre important d’espéces appartenant a tous les
niveaux évolutifs (Oumaskour et al., 2013), et elles sont largement distribuées dans les régions

cotieres de plusieurs continents (Manivannan et al., 2011).

Les algues sont capables de produire métabolites secondaires parmi lesquels on distingue les
composes phénoliques. Avec leur diversité structurale remarquable, ces derniers, également appelés
polyphénols, (principalement, flavonoides, acides phénoliques, tannins)(King et Young , 1999). Ils
sont largement utilisés en thérapeutiqgue comme vasoconstricteurs, anti inflammatoires, inhibiteurs
enzymatiques, antioxydants et antiradicalaires et antimicrobiens. Ils sont utiles dans la formulation
de compléments nutritionnels ou médicamenteux, le traitement de 1’obésité et de diabéte (Bahorun,
1997 ; Cetkovic et al., 2008).

Parmi les organismes marins, les macroalgues qui occupent une place importante en tant que
source de composés biomédicaux. Environ 200 produits naturels ont été isolés des macroalgues
appartenant a différentes classes, Rhodophyceae, Phaeophyceae et Chlorophyceae (Gantet et al.,
1999).

L’ Algérie, pays connu par ces ressources marines naturelles, avec un littorale de 1200km, est
ne source potentiel d’algues marines pouvant étre valorisées. Ce qui a incité notre choix sur I’espéce

Padina pavonica, une algue brune qui appartient a la famille des Dictyotacées (Abdi, 2020).

L’argent depuis longtemps a été utilisé comme un agent antibactérien, antifongique et antiviral
car tout en etant trés toxiques envers les microorganismes, il est beaucoup moins toxique pour
I’homme (Li et al., 2011). Par conséquent les chercheurs s’orientent vers la biosynthese des
nanoparticules métalliques, en particulier les nanoparticules d’argent et surtout a I’aide des végétaux

qui ont des propriétés physico-chimiques distinctives (Rai et al., 2012; Mishra et Singh, 2015).

Les produits végétaux trouvent une utilisation impérative dans la synthése des nanoparticules
(NPs). L argent(Ag) est le métal de choix parmi les métaux nobles pour des applications potentielles
dans le domaine des systémes biologiques, de la matiére organique et de la médecine. (Zargar et al.,
2011).



Introduction

L’objectif de notre présent travail est d’étudier in vitro 1’activité antioxydante d’une algue brune

Padina pavonica, en vue d’une valorisation de la biomasse algale algérienne.

Notre travail a été divisé en deux parties dans lesquelles la premiere s’intéresse a la synthese
bibliographique qui est constituée de deux chapitres, 1’'un concerne des généralités sur les algues et
une présentation particuliere de I’algue retenue pour I’¢tude Padina pavonica. Le deuxiéme chapitre
concerne géneralité sur les nanoparticules et les nanoparticules d’argent. La deuxieme partie englobe
les protocoles expérimentaux a savoir les dosages des polyphénols, flavonoides, chlorophylles et
caroténoides, ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante in vitro, le piégeage des radicaux libres
DPPH et ABTS", le pouvoir réducteur des ions ferriques.

Enfin Dinterprétation des résultats obtenus suivie par leurs discussions et on termine notre

étude par une conclusion.
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Généralité sur les algues



Premiere partie : Synthese Bibliographique Chapitre 1 : Généralités sur les algues

1. Généralité sur les algues
Les Algues ou phycophytessont des végétaux, ne possédant ni feuilles, ni tiges, ni racine. Leur corps

est un thalle, d’ou leur nom de thallophyte chlorophylliens (Morris et Lewin, 1967-1974), c’est-a-
dire des organismes capables de photosynthése. Elles sont donc autotrophes. (Roland et al., 2008),
cependant, certaines algues ne sont pas photosynthétiques. D’autres algues passent par un stade non

photosynthétique au cours de leur cycle de vie (Amirouche et al., 2009).

Les Algues sont, typiquement, des organismes aquatiques. Du point de vue écologique, elles
constituent le premier maillon des chaines alimentaires : ce sont des producteurs quasi exclusifs des
mers et des océans. Elles sont fréquentes aussi en eau douce (lac, mares, ruisseaux). Elles sont plus
rares en milieu aérien (Roland et al., 2008).Elles comprennent 20 000 a 30 000 especes dans le

monde, soit 18% du regne végétal (Garon-Lardiere, 2004).

Il existe deux modalités de reproduction chez les algues, asexuée s'effectue par multiplication
végeétative soit en scission binaire (Michel, 2000) et sexuée qui implique la méiose et la fécondation.

Elle fait intervenir la formation de gametes et de spores méiotiques (Amirouche et al., 2009).

1.1. Morphologie des algues
Les algues ont des formes tres variées. En effet, elles peuvent étre unicellulaires ou pluricellulaires,

fixes ou mobiles, microscopiques ou de grandes tailles. En général, ces organismes sont faits d’un
thalle, et d’un pied permettant la fixation au support. Ce pied peut étre sous forme de rhizoide, de
crampon, de disque etc. et la forme du thalle est trés diverse en fonction des espéces (Barralon,
2016).

L’appareil végétatif peut étre fait de lames simples ou de tubes, il peut ressembler a des tiges et
feuilles, ou a des boules, étre cartilagineux ou spongieux, voire tres rigide ou entierement calcifié
(Barralon, 2016).

1.2. Composition biochimique des algues
La composition biochimique des macroalgues est tres variable selon les espéces, la saison, les

conditions de croissance, de stress. Les macroalgues peuvent s’expliquer en grande partie par la
présence conjointe de trois grandes categories de composants (fibres, minéraux, proteines,

caroténoide,polyphénols,vitamines, lipides etc) (Person, 2011).

1.3. Les deux grands groupes d’algues
Les algues se subdivisent en deux grands groupes a savoir les microalgues et les macroalgues.
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1.3.1. Les microalgues

Les microalgues sont définies comme étant des organismes unicellulaires ou pluricellulaires, soit des
eucaryotes ou des procaryotes(Sialve et Stever, 2013). Elles sont regroupées dans la sous-classe des
cyanobactéries. Cette famille contient 47 000 especes. Ce sont des microorganismes aquatiques
microscopiques(Zehlila, 2017), qui présentent une taille de I’ordre du micrométre. Elles se présentent
sous différentes formes : sphériques (le plus souvent) (Haematococcus), spirale (Spiruline) et méme
d’étoile (Staurastrum) (Becerra-Celis, 2009). Elles sont souvent connues sous la dénomination de «
phytoplancton »(Ben Amor Ben Ayed, 2015).

Figure 1. Exemples de microalgues : (A) : Haematococcus, (B) : Staurastrum(C) : Spiruline
(Becerra-celis, 2009).

1.3.2. Les macroalgues

Les macroalgues sont au nombre de 25 000 especes dont seulement 50 sont exploitées a ce jour
(Zehlila, 2017), elles sont généralement visibles a 1’ceil nu et sont souvent connues par«seaweeds ».

Les macro-algues peuvent étre subdivisées en trois groupes selon leurs pigmentations : verte, brune
et rouge (Ben Amor Ben Ayed, 2015).

Figure 2.Exemples de macroalgues, A:Desmarestia ligulata ; B:Ellisolandia
clongata ;C:Ellisolandia clongata.
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1.4. Classification des algues
Selon leur pigmentation,les algues sont divisées en trois groupes:

Les chlorophycées, les rhodophycées, les phéophyceées.

Tableau 1. Classification des algues (Demoulain et Leymergie, 2009)

Chapitre 1 : Généralités sur les algues

Embranchement Nom Nombred’espe ] )
(Régne) S ces Pigments Habitat
Chlorophytes
Algues vertes | 7500 d’espéces | Chlorophylle(a,b) Eau douce,
Xanthophylles saumatre salée
Caroténes et terrestre
Phéophytes
Algues brunes 1500 Chlorophylle(a,c) Eau salée et
d’espéces Xanthophylles saumatre
Carotenes
Fucoxanthine
Algues rouges | 3900 d’espéces Chlorophylle (a) Eau douce,
Xanthophylles Saumétre et
Carotenes, Salée
Zeéaxanthine
Phycocyanine C,
Phycoérythrine

1.5. L’algue brune Padina pavonica
1.5.1. Géneralités

Padina pavonica, communément appelée queue de paon, est une algue brune appartenant a la classe
des Phaeophyceae, famille des Dictyotacées, poussant abondamment en mer Méditerranée, est
principalement abondante de juin a septembre (Sari et Tuzen, 2009 ; Ismail-Ben Ali et al.,
2010).Elle est répondue dans le monde entier dans les régions tempeérées chaudes a tropicales

notamment de la Caroline du Nord a la Floride aux Etats-Unis, dans le Golfe du Mexique, dans les

7
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Caraibeset dans 1’ Atlantique tropicale es I’Est, mer atlantique, méditerrané et adriatique (Orlando-

Bonaca et al., 2008).

Les espéces matures ont des frondes minces, aplaties et souvent concaves, ou presque en forme
d'entonnoir (Sari et Tuzen, 2009 ; Ismail-Ben Ali et al., 2010).

Figure 3.Algue brune Padina pavonica.

La taille et le poids de Padina pavonica varient d’une saison a 1’autre. La croissance est
minimale en hiver. Pendant cette période, les thalles se dégradent, sont déchirés par les vagues et ne
restent fixés au substrat que tres peu de spécimens de petite taille (et de faible poids), difficiles a
détacher du substrat. Dés le début du printemps, les Padina reprennent leur croissance qui atteint son
maximum en plein été engendrant la biomasse la plus importante au cours de ’année. Sa longueurest

commune et d’environ 5 a 15 cm.(Mansouri, 2021).

L'algue Padina pavonica est connue pour sa capacité a restaurer le métabolisme calcique de
I'épiderme et a maintenir un aspect jeune de la peau en favorisant le renouvellement des GAG

(glycosaminoglycane), renforcant ainsi leur action protectrice (Riviére et al., 2016).

En biologie marine, P. pavonica est surtout utilisé comme capteur ou marqueur pour étudier les
niveaux de pollution dans I'eauoumarqueur pour étudier les niveaux de pollution dans la mer et en
général, dans I'environnement marin (Ofer et al, 2003). En ce qui concerne l'influence fonctionnelle
et positive de P. pavonica sur la santé humaine, les stérols, les lipides, les polysaccharides,
caroténoides, polyphénols et fibres sont les principaux composés bioactifs trouvés dans les especes
de Padina(Behmer et al., 2013).
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1.5.2. L’espécePadina pavonica

Chapitre 1 : Généralités sur les algues

La classification de ’espéce P. pavonica est présentée dans le tableau ci-dessous :

Tableau 2. Classification de P.pavonica (keskinkaya et al., 2023)

Regne Chromista
Embranchement Ochrophyta
Classe Phaeophceae
Sous classe Dictyophycidae
Ordre Dictyotales
Famille Dictyotaceae
Genre Padina

1.5.3. Description botanique

P. pavonica est caractérisée par les aspects morphologiques mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau 3 : Description des différentes parties de la plante Padina pavonica

Partie

Descriptions

Références

Thalle

Divisé en 8, et parfois plus ; frondes de couleur blanchatre
a brunatre, haut de 5 a 10 cm est une lame en éventail zoné,
a marge ciliée, blanche et brune, incrustée de calcaire,

munie d'un court pédoncule.

(Aisha, Shameel, 2010)
(Riviere et al., 2017)

Crampon

Constitue de rhizoides flexibles pour I'attachement a la

surface.

(Aisha, Shameel, 2010)

Fronds

En forme d'éventail ou d'oreille, et peuvent atteindre
jusqu'a 15 cm de long en éte, devenant plus étroites vers la
base atteignant jusqu'a 2 mm de large et environ 1 cm de

long.

(Aisha,Shameel, 2010)

La figure suivante représente la morphologie de 1’algue brune Padina pavonica :
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“‘l"“l““‘!s““l”‘)gl

Figure 4. Morphologie cellulaire de P. pavonica : (a) La fronde (PortugueseSeaweedWebsite);
(Macoi PSW, 2016) (b) Coupe transversale des couches cellulaires supérieures ; (c) Coupe
transversale de la couche cellulaire moyenne ; (d) Coupe transversale des couches cellulaires a coté
des rhizoides. Barre d'échelle 300 um (Aisha, Shameel, 2010) ; et (e) La marge apicale enroulée du
thalle sous microscopie Axio et selon le protocole d'histologie.

1.5.4. Composition biochimique

Les travaux antérieurs sur les extraits et les huiles essentielles deP.pavonica ont montré la présence
de composés appartenant aux différentes classes chimiques notamment les composés phénoliques tels
que catéchine, acide caféique, rutine, acide trans-p-coumarique, trans-resvératrol(Keskinkaya et al.,
2023). La présence aussi des acides gras, phénols, alcools, aldéhydes, esters, hydrocarbures

aromatiques,terpenes(Kamenarska et al., 2002).

1.5.5. Propriétés biologiques

P. pavonica est doué de plusieurs propriétés biologiques prouvées par des études in vitro et in vivo.

Tableau 4. Les propriétés biologiques de padina pavonica

Activités Biologique Références

Activité antimicrobienne (Kamenarska et al., 2002)

Activité antifongique (Sultanaet al., 2012)
Activité antioxydante (Khaled et al., 2012)
Activité cytotoxiques (Ktari et Guyot, 1999)
Activité antitumorale (Awad et al., 2008)
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2. Généralité sur les nanoparticules

2.1. Définition

Le terme « nanoparticule » désigne un assemblage d’atomes qui constitue des particules, dont 50%
ou plus se situent dans la gamme de taille 1-100 nm (Figure 5)(Ema et al., 2017). Le rayon typique
d’un atome étant de 1’ordre de 0,1nm, une nanoparticule peut étre constituée d’une dizaine a plusieurs
centaines d’atomes(Figure6)(Zeyons, 2008). Les nanoparticules (NPs) sont des structures
relativement fréquentes et se situent, sur 1’échelle du monde vivant, entre 1’hélice d’ADN (3,4 nm) et

un virus (100 nm) (Figure 5) (Simon-Deckers, 2008).

Atomes Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules

s "'ﬁo//f :

\w - 0

Covnl ol v v vl ol
1nm 10 nm 100 nm 1pum 10 ym 100 pm

Figure 5. Gamme de tailles des NPs comparées a celles des principales structures chimiques et
biologiques (Belfennache, 2012).

Dendritic Polymer-drug  Polymer-protein Polymeric Degradable
polymers conjugates conjugates Polyplexes micelles nanogels
(1.5-15nm) {5<15nm) (10-20nm) {40 - 60 nm) (20 - 100 nm) {20 - 200 nm)
10" 10* 10°m
= S o P PO S e—mmt rs so Aly rfoE ES =i
== i | j e A R R I { =2 b M FY R T
1nm 0.2 um

Figure 6. Tailles de différents types de NPs (Belfennache, 2012).
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2.2. Sources des nanoparticules
Les sources de nanoparticules peuvent étre classées en trois grandes catégories en fonction de leur

origine (Remédiaos et al., 2012).

2.2.1.Sources naturelles

Les NPs sont abondantes dans la nature, car elles sont produites dans de nombreux processus
naturels,y compris les réactions photochimiques, les incendies de forét, les éruptions volcaniques et

1'érosion simple, et par les plantes et les animaux (Buzea et al., 2007).

Les NPs biologiques naturelles comprennent les bactéries, les champignons, les virus, les
protéines, les lipides, les glucides et d'autres biomolécules inorganiques qui sont de niveau nano

particulaire (Dutta et Brahmachary, 2007).

2.2.2.Sources anthropiques

Les NPs accidentelles (ou NPs non manufacturées).Dans cette catégorie nous retrouvons les
particules atmosphériques « ultrafines » (PUF) (Peters et al., 1997).Ces particules, sont émises
notamment par les véhicules diesel, les véhicules a essence et les chauffages urbains.Mis a part les

PUF, d‘autres NPs sont produites par 1'homme de fagon accidentelle(LLanone et Boczkowski, 2010).

2.2.3.Nanoparticules artificielles (ou nanoparticules manufacturées)

Les NPs artificielles, manufacturées ou intentionnelles sont des particules produites artificiellement
en raison de leurs propriétés utiles. Ils peuvent étre constitués d'un seul élément comme C ou Si, ou

d'un mélange d'éléments différents (Bakshi et al., 2014).

2.3. Classification des nanoparticules
LesNPs sont classées en différents types sur la base de leur morphologie, de leur taille et de leur

forme.

Figure 7. Nanomatériaux avec différentes morphologies (A, B, C, D, E).
13



Premiere partie : Synthese Bibliographique Chapitre 11 : Biosynthése des nanoparticules

2.3.1.Nanoparticules organiques

Les NPs organiques comprennent la ferritine, les micelles, les dendrimeres et les liposomes. Les NPs
organiques ne sont pas toxiques, biodégradables et certaines NPs organiques ont une sphére creuse,
comme les micelles et les liposomes. Elles sont également connues sous le nom de nanocapsules qui

sont sensibles a la chaleur et a la lumicre (Tiwari et Sen, 2008).

Les NPs organiques sont un choix idéal pour l'administration de médicaments en raison de ces
caractéristiques. Les nanoparticules organiques sont également connues sous le nom de NPs
polymériques. La forme la plus connue des NPs organiques ou polymériques est la nanosphére ou la

nanocapsule (Manshaet al., 2017).

LI, |
,;;';";'Q”\‘b ”\)‘W)’/;" Liposome
Gro a7, mieu aqueux
WO .
PR Micelle

LSO

i . : i un li vésicu ituée d’u ur aqueux uré d’u
Figure 8. Représentation d’un liposome, vésicule constituée d’un coeur aqueux entouré d’une
couronne lipidique.

2.3.2.Nanoparticules inorganiques

LesNPs inorganiques sont caractérisées par les propriétés suivantes :

L’absence du carbone.

- Ne sont pas toxiques.

- Sont biocompostable et hydrophile.

- Sont plus stable que les NPs organiques (Bukhari et al., 2020)

Les NPs inorganiques sont classées en NPs métalliques et en NPs d'oxyde métallique.

2.3.2.1. Nanoparticules métalliques
Les métaux sont utilisés pour synthétiser des NPs Metallica en utilisant des méthodes destructives ou

constructives. Les NPs métalliques possédent des propriétés optoélectriques uniques grace aux
14
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caractéristiques de résonance du plasma. La synthése des NPs métalliques est controlée par la forme,

la facette et la taille. (Dreadenet al., 2012).

2.3.2.2. Nanoparticules d'oxyde métallique

La synthése de NPs d'oxyde métallique a pour but de modifier les propriétés des NPs de
métauxrespectifs, par exemple les NPs de fer sont oxydées en NPs d'oxyde de fer. La réactivité des
NPs d'oxyde de fer est accrue par rapport a celle des NPs de fer. En raison de 1'augmentation de la
réactivité et de 1'efficacité de 1'oxyde métallique, les NPs d'oxyde métallique sont synthétisées (Taiet

al., 2007).

2.4. Exemples des nanoparticules et ses applications, propriétés et fonctionnalités
Les différentes NPs sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 5.Exemples des NPs et ses applications, propriétés et fonctionnalités (Elkaiem, 2005).

Nanomatériaux Applications Propriétés, fonctionnalités
Déodorants, dentifrices Antibactérien
Argents de dépollution des Dégradation/adsorption de contaminants
Argent eaux et des sols Conductivité microélectronique
Encre Antibactérien, pigment,
Habillement Teignabilité
Béton, ciment Autonettoyant, dépollution

Créme de soin, créme solaire Absorbeur UV

) Argent de dépollution des eaux | Dégradation/absorption de contaminants
Dioxyde de _ . .
' et des sols peinturent Autonettoyant, dépollution, résistance aux
titane
Habillement UV et aux rayures

Résistance aux UV, autonettoyant,

retardateur de flamme

Magquillage Pigment
. Batterie Conductivité

Noir de carbone . ) )
Peinture Pigment, pouvoir couvrant
Habillement Conductivité thermique et €lectrique
Cellule photovoltaique Rendement Conductivité
Batterie Résistance mécanique, conductivité

Nanotube de ] ) ) .

Peinture électrique, résistance a 1’abrasion Retardateur

carbone (NTC) . . ‘
Habillement de flamme, résistance mécanique,

conductivités thermique et €lectrique
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Creéme de soin Antioxydant
Vectorisation de médicaments, | Encapsulation et transport dans 1’organisme
Fullerénes

de protéines, de génes Résistance mécanique

pneumatiques

Conditionnement et emballage | Antibactérien

Plastique Cicatrisant, adsorbeur UV
Oxyde de zinc | Créme de soin Rendement

Cellule photovoltaique Matité, autonettoyant, dépollution, résistance

Peinture aux UV

Béton Fluidifiant, résistance mécanique, protection
Silice amorphe | Dentifrice thermique

Abrasif, épaississant

2.5. Nanoparticules d*argent
2.5.1. Présentation générale

L’argent est un élément de métal de transition d’origine naturelle (Keerawelle et Chamara, 2019).
I1 est utilisé depuis I’antiquité comme agent antifongique et antiviral,car tout en étant trés toxique
pour les microorganismes, il est beaucoup moins toxique pour I’homme (Li et al., 2011), de masse
atomique de 107,87 g/mol, solide a température ambiante. Sa densité est de 10,5 et son point de fusion
est de 960 °C. Il s’oxyde peu, ductile, malléable et bon conducteur thermique et électrique (Chauvel,

2018).

Parmi les différentes NPs métalliques, les nanoparticules d’argent (AgNPs) sont lI'un des
nanomatériaux les plus essentiels et les plus fascinants (Nasrollahzadeh et al., 2019). Composées a
80% d’atomes d’argent et a 20% d’ions d’argent. Devant les nanotubes de carbone et les
nanoparticules de titane, elles sontles nanoparticules les plus vendues et relachées dans

I’environnement (Andrieux, 2012).

2.5.2. Propriétés des nanoparticules d’argent

Les AgNPs ont des propriétés physico-chimiques distinctives, notamment une conductivité électrique
et thermique ¢€levée, une diffusion Raman améliorée en surface, une stabilité chimique, une activité

catalytique et un comportement optique non linéaire(Tran et al., 2013).
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Tableau 6.Propriétés des nanoparticules d’argent

Les AgNPs sont extrémement efficaces pour absorber et diffuser la
Propriétés optiques lumiére et contrairement a de nombreux colorants et pigments, ont une

couleur qui dépend de la taille et de la forme de la particule(Yusuf, 2019).

Une propriét¢é remarquable des NPs métalliques est leur faible
Propriétés thermiques | température de fusion due a I'effet de taille thermodynamique(Syafiuddin

et al., 2017).

Les AgNPs ont été utilisées comme agents catalytiques efficaces pour la
Propriétés catalytiques | réduction de divers colorants tels que le bleu de méthylene,

I’éosine...(Syafiuddin et al., 2017)

2.5.3. Méthodes de synthese de nanoparticules d’argent

Les nanoparticules d’argent sont généralement synthétisées selon deux approches principales:
I’approche dites descendante « Top-down » et I’approche dite ascendante « bottom-up » De nos jours,
trois méthodes de synthése adaptées a ces approches, ont été développées pour permettre 1’obtention

de telles particules.

2.5.3.1. Approche descendante « Top-down »
Dans cette approche, les NPs sont synthétisées par les méthodes physique, basées sur la
décomposition d’un matériau massif afin d’en réduire la taille. Par contre, elles nécessitent un

matériel coliteux pour un rendement en nanoparticules souvent tres limité.

2.5.3.2. Approche ascendante « Bottom-up »
Dans cette approche, les NPs sont synthétisées dans les laboratoires a I’aide de méthodes chimiques
et biologiques par I’auto-assemblage atome paratome, molécule par molécule ou agrégat par agrégat,

qui se développent en particules de taille nanométrique (Mathur et al., 2018).

Approche ascendante

s e _ 9999 — -
T e g NV

Atomes Amas Nancparticules Poudre Massif

Approche descendante

Figure 9. Représentation schématique des deux grandes approches de synthése de NPs (Andrieux
— Ledier, 2012).

17



Premiere partie : Synthese Bibliographique Chapitre 11 : Biosynthése des nanoparticules

2.5.4. Synthese verte ou biologique
Elle consiste en la production des NPs a 1’aide d’entités biologiques telles que les micro-organismes,
les extraits ou les biomasses de plantes et les enzymes et pourrait étre une suppléante des méthodes

chimiques et physiques dans le cadre du respect de I’environnement (Ahmed et al., 2016).

En outre, I'utilisation d’extraits de végétaux est potentiellement bénéfique que les
microorganismes en raison de la facilité d’amélioration et le processus laborieux de conservation les

cultures cellulaires, selon les besoins du processus de micro-organisme (Ahmed et al., 2016).

“ G B Comme agent réducteur et
@ ( stabilisateur
g .
Levure Funeie Bactérie A

\ ) A+ AN
g [Q R = \ AgN0| AgNPS
: ) =P Synthése
= Fruit Feuille Fleur verte

J

B = o008 @
E ) L S
u = Invertébrés
ag Algue Réduction  Croissance Stabilisation
5 Bactérie

o

Figure 10. Synthése biologique des nanoparticules d’argent.

2.6. Activites biologiques des nanoparticules d’argent

Les AgNPs ont recu une énorme attention des scientifiques en raison de leur remarquable défense

contre divers micro-organismes pathogenes (Rajeshkumar et Bharath, 2017).

2.6.1. Activité antibactérienne

Les AgNPs ont été démontrés comme un biocide efficace a large spectre contre a la fois lesbactéries
a Gram négatif et a Gram positif y compris Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis, Streptococcus mutans, et Bacillus subtilis (Zhang et al., 2016).

Le rapport surface/volume élevé des AgNPs augmente leur contact avec les microorganismes,

favorisant la dissolution des ions argent, améliorant ainsi 1’efficacité biocide (Keywan et al., 2019).
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2.6.2. Activité antivirale

Les nanoparticules ont un fort potentiel antiviral en raison de leurs interactions multiples avec la
glycoprotéine récepteur et/ou enveloppe virale, ils peuvent inhiber la multiplication virale a l'intérieur
de la cellule hdte en empéchant la réplication ou en bloquant I'entrée de particules virales a I'intérieur
de la cellule héte (Carolina et al., 2014). Comme le virus de I’'immunodéficience humaine (HIV-1),

virus de I’hépatite B et virus syncytial respiratoire (Li et al., 2011).

2.6.3. Activité antifungique

Les AgNPs ont une forte activité antifongique sur Candida albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida krusei et Trichophyton mentagrophytes(Li et al., 2011).

2.6.4. Activité antiinflammatoire

Des ¢études ont montré que I’exposition au NPs conduit a la sécrétion de plusieurs cytokines et
chimiokines par les cellules épithéliales, conduisant a 1’infiltration de macrophages dans les zones
exposées. Ensuite les macrophages déclenchent la libération de cytokines inflammatoires qui
induisent a la régulation positive des médiateurs inflammatoires induisent une production accrue de

cytokines inflammatoires du systéme circulatoire vers le site de I’inflammation(Keywan et al., 2019).

2.6.5. Activité anticancéreuse

Les AgNPspeuvent étre considérés comme un outil prometteur dans la prévention contre divers types
de cellules cancéreuses, comme le carcinome hépatocellulaire, le cancer du poumon et du sein, et le
carcinome cervical en raison de leur meilleure pénétration, leur propriétés anti-angiogéniques et anti-
prolifératives et la facilité de leur suivi dans le corps (Sang Hun et Bong-Hyun, 2019; Adnan et al.,
2020).

2.6.6. Activité antidiabétique

Les AgNPs piegent les radicaux libres et réduisent les niveaux d'enzymes qui provoquent 1'hydrolyse
des glucides complexes (a-glucosidase et a-amylase), ce qui entraine une augmentation du taux de

consommation de glucose (Prateek et al., 2017).

2.6.7. Activité antioxydant

Les AgNPs posséde des propriétes antioxydantes qui sont prouvés par plusieurs méthodes in vitro
(DPPH, ABTS et la détermination de pouvoir réducteur) (Ruttkay-Nedecky, 2018 ;Chebbi et

Cherief, 2018).
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1. Etude phytochimique
1.1. Récolte du matériel végétale

L'algue brune Padina pavonica a été récoltée au mois d’Aolt 2021 dans la plage de Sidi
Abderrahmane, (Khraif), village Laouinat, commune Khenak Mayoun de la wilaya Skikda. Aprés
ringage avec l'eau de robinet et le séchage dans un endroit sec a I’abri des rayons solaires, afin de
préserver au maximum I’intégrité des molécules, 1’algue a été broyée dans un moulin électrique puis

pesée.

1.2.Extraction

L’extraction a été effectuée par macération selon la méthode de (Park et Ikegaki, 1998). 20 g de
poudre algale est laissé macérer pendant 3 jours dans un mélange hydroalcoolique (Ethanol/eau)
(70/30 : v/v). La macération a été répétée 4 fois (3 a froid et 1 a chaud) jusqu'a I'épuisement du
matériel végétal. L’extrait a ensuite été filtré par un systeme de filtration Biichner et soumis a une

évaporation par rotavapeur (Figure 11).

¥

A 4

Figure 11. Méthode de la macération.

1.3.La synthése des nanoparticules d’argent

La synthése des nanoparticules d’argent a été effectuée selon le protocole de (Al-Sheddi et al., 2018)
avec quelques modifications selon (Karan et al., 2023). L'extrait d'algue Padina pavonica (EPP)
(500 mg) a été dissout dans I'eau distillée (100 mL), ensuite10 mL de la solution obtenus a été traitée
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avec du nitrate d'argent (1mM,90 mL). Puis le mélange a été laissé sous agitation a une température
de 56C° pendant 2h. Le changement de la couleur a été vérifie, ce qui est un indicateur de la formation
de nanoparticules d’argent (AgNPs). La solution contenant des nanoparticules d’argent a été
centrifugée a 5000 rpm pendant 15 min pour récupérer les AgNPs. Le culot a été lavé avec de 1‘cau
distillée plusieurs fois pour éliminer les impuretés et de I'éthanol. Aprés le séchage dans une étuve a

37 C°, lesAgNPs ont été obtenues sous forme de solide marron foncé.

1.4. Détermination des teneurs en substances bioactives

1.4.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux de notre extrait a été effectué selon la méthode du réactif Folin-
Ciocalteu décrite par (Wong et al., 2006).

- Principe

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMo012040). 1l est réduit, lors de I’oxydation des phénols dans un milieu
basique, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdene (MOgO23) (Robbins,
2003). La coloration bleue ainsi produite est proportionnelle aux taux de composés phénoliques et

posséde une absorption maximum aux environs de 750-765 nm.
- Mode opératoire

Il consiste a mélanger 200 uL de I’extrait (0.5 mg d’extrait dilué¢ dans 1 mL méthanol) avec 1mL de
réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois diluée dans 1’eau distillé). Les solutions ont été mélangées et
incubées pendant 4 minutes. Apres 1’incubation, 800 uL de la solution de carbonate de sodium
Na2COs (75 g/L) a été ajoutée. Le développement d’une couleur bleue est obtenu apres incubation a
I’obscurité et a température ambiante pendant 2h. Apres incubation, 1’absorbance est mesurée par un
spectrophotometre a 765 nm. Le blanc de la réaction ne contenant pas des polyphénols est réalisé et

considéré comme le point 0 en mg/mL.
- Expression des résultats

La concentration en polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression linéaire de la
gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon ’acide gallique (10-200 pg/mL) et exprimée en

microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg E).
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1.4.2. Dosage des flavonoides totaux

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICls) cité par (Djeridane et al., 2006) est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans notre extrait.

- Principe

Cette technique est basée sur la formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium
et les atomes d’oxygéne présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika, 2005).

- Mode opératoire

1 mL de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les dilutions convenables a été
ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCI3 (2% dans le méthanol). Le mélange a été

vigoureusement agité et I’absorbance a 430 nm a été lue apres 10 minutes d’incubation.
- Expression des resultats

La concentration en flavonoides totaux est calculée a partir de I’équation de régression linéaire de la
gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon la quercétine et exprimée en microgrammes

d’équivalents quercétine par milligrammes d’extrait (2.5-30 g EQ/mg d’E).

1.4.3. Dosage de chlorophylles totaux et caroténoides

Ce test est réalis¢é comme suit : Img d’extrait a été dissous dans 1 mL d’eau distillée.
L’ absorbance a ét¢ mesurée par un spectrophotomeétre a différentes longueurs d’ondes (450 nm, 645
nm, 663 nm). Les résultats sont exprimés en pg/mg d’extrait (Hartmut et Alan, 1983). La teneur en

chlorophylles totaux et caroténoides est estimée selon les formules suivantes

Chlorophylle a = 12,7 x A663 - 2,69 x A645

Chlorophylle b = 22,9 x A645 — 4,68 x A663

Chlorophylle totaux = 20,2 x A645 + 8,02 x A663

Caroténoides totaux = 4,07 x A450 — [(0,0435 x Chlorophylle a) + (0,367 x chlorophylle b)].

A : Absorbance
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1.5.Evaluation de ’activité antioxydante
1.5.1. Piégeage des radicaux
1.5.1.1. Test de piégeage du radical DPPH

L’activité antiradicalaire de différents extraits a été déterminée par une méthode
spectrophotométrique en utilisant le radical libre 2,2-diphénl-1-picry-hydrayle (DPPH) selon le

protocole de (Blois, 1958). L’acide ascorbique (vitamine C) a été utilisé comme Standardantioxydant.

- Principe
L’activité antiradicalaire est mesurée par la dégradation du DPPH : 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl,
qui est un radical synthétique presentant une intense coloration violette. La couche électronique de
ce radical est saturée en contact d’antioxydants des extraits ou le standard, ce qui explique la
disparition de sa coloration. Cette décoloration explique le pouvoir de I’extrait de la plante a piéger
ce radical, qu’on peut détecter par un spectrophotometre-UV.
- Mode opératoire

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de DPPH dans le méthanol. Puis 1600 pL
de la solution de DPPH ont été ajouté a 400 pL de chaque extrait. Puis le mélange a été incubé pendant
30 min a I’obscurité. L’absorbance est mesurée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotométre-UV visible.

Le pouvoir d’inhibition du radical DPPH est estimé selon la formule suivante:

% D’activité anti radicalaire = [A0-A1] /A0 x 100

A0 : Absorbance du Blanc.

Al: Absorbance de I’extrait.

Ou en calculant 1I’ICso qui est la concentration en extrait nécessaire pour réduire 50% du radical
DPPH.

1.5.1.2. Test de réduction du radical ABTS*

L’analyse spectrophotométrique de I’ABTS a été déterminée selon la méthode de (Re et al., 1999).
- Principe

Le radical ABTS a été produit par la réaction entre d’ABTS (7 mM) dans H20 et de persulfate
de potassium (2.45 mM). Le melange a été incubé a I’obscurité a température ambiante pendant 12
h. L’oxydation d’ABTS a commencé immédiatement mais I’absorbance n’était pas stable avant 6 h

de temps.
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- Mode opératoire

Avant I’utilisation du radical ABTS. La solution a été diluée par 1’éthanol jusqu’a I’obtention d’une
absorbance de 0.708 + 0.025 a 734 nm. Puis, 1600 pL d’ABTS ont été ajouté a 400 L de la solution
de I’extrait dans 1’éthanol a différentes concentrations. Aprées incubation pendant 10 min a 1’obscurité,
I’absorbance est mesurée a 734 nm a I’aide d’un spectrophotométre-UV visible. La capacité de

piégeage de I’ABTS a été calculée selon la formule suivante

% d’activité anti-radicalaire = (Abs contréle—Abs échantillon) x 100/ Abs controle.

1.5.2. Réductions des ions ferriques

1.5.2.1.Test de phénanthroline

L’estimation du pouvoir réducteur des extraits en utilisant la méthode de phénanthroline est
déterminée selon la technique de (Szydlowska-Czerniak et al., 2008).

- Principe

Ce test est basé sur la réaction de 1’ion ferreux (Fe*?) avec la 1,10 phénanthroline, L’ion ferreux forme
specifiquement un complexe de triphénanthroline rouge-orange qui absorbe au maximum a 508-510
nm (Kholthoff et al., 1950).

- Mode opératoire

Brievement, a lI'aide d'un spectrophotomeétre UV visible, le milieu réactionnel est composé de 100 pl
d’extrait, 500ul du FeCls, 300 ul du Phénanthroline et 1100 pL de méthanol. Le mélange est incubé
a I'obscurité pendant 20 minutes a 30°C puis les absorbances sont mesurées a 510 nm. La vitamine C

est utilisée comme standard.

Les résultats sont exprimés en tant que A os0 qui indique la concentration qui correspond a

I’absorbance égale 0,50.

1.5.2.2. Test de FRAP

L’activité du pouvoir réducteur d’EPP est déterminée par la methode de (Oyaizu, 1986) avec une
Iégere modification.

- Principe

Cette technique a été déeveloppée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe**) présent dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe?*). En effet
le Fe** participe a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du milieu

réactionnel est déterminée a 700 nm (Oyaizu, 1986).
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Le principe de ce test est basé sur la réaction chimique suivante

Fe®*/ ferricyanide + Extrait ———»  Fe?*/ ferrocyanide + Extrait

- Mode opératoire

Dans une microplaque de 96 puits, 10 pl d’extrait ou de standard est ajouté a 40 pl du tampon
phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 50 ul potassium ferricyanide (1%). Le mélange est incubé a 50°C
pendant 20 minutes. 50 pl d’acide tri-chloro acétique (TCA) (10%) sont ajouté pour stopper la
réaction. Apres, 40 pl d’eau distillée et 10 ul du FeCls (0.1%) sont ajoutés au milieu réactionnel.
L’absorbance est mesurée directement a 700 nm. Le pouvoir réducteur augmente avec I’augmentation

de I’absorbance.
1.6. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été faites en triples et les résultats sont exprimés en moyenne + écartype.
Les résultats sont analysés par une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie d'un test
de Tukey a l'aide de GraphPadPrism (version 6.0.1). Les résultats sont considérés comme

significativement différentes a p<0.05.
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2. Détermination des teneurs en substances bioactives
2.1. Teneur en composes phéenoliques totaux

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée par la méthode de Folin- Ciocalteu et exprimée en
microgrammes €quivalent d’acide gallique par milligramme de I’extrait, en utilisant I’équation de la

régression linéaire de la courbe d’étalonnage (Figure 12).

y =0,0052x +0,1196
1.2 R2=0.9485

Absorbance a 765 nm

0 50 100 150 200 250
Concentration (ng/mL)

Figure 12. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Le résultat obtenu de la teneur en polyphénols d’EEPP est présenté dans le tableau 7.

Tableau 7. Résultats de la quantification des substances bioactives

Dosage Rendement (ug /mg E)
Les polyphénols 23,92

Les flavonoides 3,50+0,37

Les caroténoides totaux 0,64+0,02

Les chlorophylles totaux 5,44+0,05
Le chlorophylle a 2,37+0,03
Le chlorophylle b 3,07+0,07

L’analyse des composés phénoliques a montré que I’EEPP posseéde une teneur de 23,92 ug

EAG /mg E. Ces résultats confirment la richesse de P. pavonica en substances polyphénoliques. Ceci
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est en accordance avec 1’étude de (Marfaing et Leart, 2007) qui ont révélé que parmi les algues, les

algues brunes possedent les teneurs les plus élevees en polyphénols.

En comparant avec les travaux antérieurs, notre résultat est en agrément avec les résultats de
(Keskinkaya, 2023) qui a indiqué une teneur de 24,00 + 1,03 pg EAG/mg pour EEPP originaire de
la Turquie. Cependant, notre résultat est supérieur a ceux des (Chertouk et Youssfi, 2014) et
(Tabouri et Yahiaoui, 2022) qui ont montré des teneurs de 1,027+£0,87 mg EQ phl/g et 17,48 £ 0,10
mg EAG/g pour des extraits éthanoliques de P. pavonica originaire de Bejaia. Toutefois, les études
de (Tiouane et Bouzidi, 2018) et (Boutadjine et Youssfi, 2014) ont révélé des teneurs de 92,5+ 4,33
g EAG/mg E et 11,32+3,46 mg EAG/g des extraits méthanoliques de P. pavonica originaire de Jijel.

En général, la teneur en polyphénols des extraits dépend de la méthode d’extraction utilisée, de
la nature du solvant, le matériel végétal utilisé (Hayouni et al., 2007), ainsi que les conditions de
stockage (Falleh et al., 2008 ; Podsedek, 2007).

2.2. Teneur en flavonoides
La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode au trichlorure d’Aluminium (AICl3) et
exprimée en ug équivalent de quercétine/mg d’extrait, en utilisant la courbe d’étalonnage de la

quercétine (Figure 13) et les résultats sont présentés dans le tableau 7.

v = 0,0313x + 0,0904

R?*=10,9681 by

Absorbance a 430 nm

5 10 15 20 25 30 35
Concentration (pg/mL)

Figure 13. Courbe d’étalonnage de la quercétine.

L’analyse des composés flavonoidiques a montré que EEPP posséde une teneur de 3,50+0,37
ug /mg d’extrait. Ce résultat est proche du ceux de (Boutadjine et Youssfi, 2014) qui ont trouve une
teneur de 4,02+0,94 mg EQ/g E pour I’extrait méthanolique de P. pavonica originaire de Jijel.
Cependant, notre résultat est inférieur a ceux trouvés par (Keskinkaya, 2023) et (Tiouane et Bouzidi,

2018) qui ont montré des teneurs en flavonoides totaux de 29,50 + 2,23 pg EQ/mg E et 6,37+0,06 mg
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EQ/g E pour I’extrait éthanolique de P. pavonica originaire de la Turquie et 1’extrait méthanolique

de P. pavonica originaire de Jijel, respectivement.

Par ailleurs, il est rapporté que les teneurs en flavonoides dans les algues marines varient pour
plusieurs raisons : 1’espéce, la saison et d’autres conditions géographiques (Sarojini et al., 2012).
Ainsi, des études récentes ont montré que les teneurs en composés phénoliques, changent de fagon
considérable d’une espéce a une autre et a I’intérieur de la méme espéce a cause des facteurs
extrinséques (température, climat...), génétiques (la variété et 1’origine d’especes), physiologiques
(le degré de maturation de la plante, les organes utilisés) et de la durée de stockage (Maisuthisakul
et al., 2007 ;Ksouri et al., 2009).

2.3. Teneur en chlorophylles totaux et caroténoides totaux

Les principaux pigments photosynthétiques, la chlorophylle totale et les caroténoides ont été estimeés
dans EEPP a I’aide d’un spectrophotométre et les résultats sont présentés dans le tableau 7. Les
résultats obtenus ont montré que I’EEPP posséde des teneurs en chlorophylles totaux et caroténoides

totaux de I’ordre de 5,44+0,05 pg /mg et 0,64+0,02ug /mg d’extrait, respectivement.

Dans la présente étude, la concentration de chlorophylle (a) et chlorophylle (b) dans EEPP
¢taient de I’ordre de 2,37+0,03 png/mg et 3,07£0,07 pg, respectivement. Cependant, les travaux
anterieurs ont indiqué des valeurs différentes que celles trouvées dans ce travail. (Ghaliaoui, 2021)
a trouvé une valeur de chlorophylle (a) de ’ordre de 16,66+0,29 mg/mL dans 1’extrait de Padina sp.
Ainsi,I’étude Libanaise de (Elsalhin et Abobaker, 2023) ont révélé des teneurs en chlorophylle (a),
et chlorophylle (b) de 1’ordre de 3,417+0,798 g/mL et 2,380+0,867 g/mL, respectivement.

Nos résultats de la teneur en chlorophylle semblent supérieurs a ceux indiqués dans les travaux
d’autres auteurs sur les algues brunes. L’étude de (Berrabah et Bakerti, 2018) sur cystoseira sticta

sp a révélé une concentration de 0,83 pg/g pour la chlorophylle (a) et 1,70 pg/g pour la chlorophylle
(b).

En ce qui concerne les caroténoides, les travaux antérieurs ont montré des concentrations
variables. (Elsalhin et Abobaker, 2023) ont trouvé une teneur de 1’ordre de 1,403+0,631 g/mL dans
P. pavonica. (Ghaliaoui, 2021) a révélé des teneurs qui varient de 22,19+0,26 - 30,19+2,07 mg/mL
dans Padina sp. Ainsi, I’étude menée par (Kermane et al., 2020) sur différents extraits de P.
pavonicaa montré des teneurs de 19,09+1,45 ug/g dans I’extrait aqueux, une concentration de
21,46+1,34 ng/g dans I’extrait éthanolique et une valeur de 66,96+4,78 ng/g dans 1’extrait
méthanolique. Ces valeurs sont inférieures a celle trouvé dans notre étude (0,64+0,02 pg/mg).
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La différence observée entre notre résultat et ceux des travaux des autres auteurs peut étre
s’expliquée par le fait que la teneur en chlorophylle chez les espéces végétales peut étre influencée
par beaucoup de facteurs parmi eux les facteurs environnementaux tel que la lumiére, la température

et la disponibilité en eau (Hikosaka et al., 2006).

2.4. Activité antioxydante
L’effet antioxydant de 1’extrait et nanoparticules a ét¢ évalué par quatre méthodes. Le test au DPPH
et ABTS pour évaluer la capacité des extraits a piéger les radicaux libres, ainsi, le test de

phénanthroline et FRAP pour évaluer la capacité des extraits a réduire les ions de fer.

2.4.1. Activité du piégeage du radical DPPH

L’activité antioxydante a été évaluée par le test au DPPH. Ce test nous a permis de déterminer
la capacité de nos extraits a neutraliser le radical libre DPPH présent dans le milieu réactionnel.
L’activité antioxydante des extraits a été évaluée par le calcul de la valeur ICso qui indique la
concentration nécessaire de 1’extrait qui inhibe 50% du radical libre DPPH. Il est a noter que I’extrait
qui présente la valeur d’ICso la plus faible, est ’extrait le plus puissant (Mghezzi Habellah et al.,
2016).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8. Les valeurs d’ICsp et Agso de I’EPP, les nanoparticules, la vitamine C, des tests de I’activité

antioxydante.

DPPH ABTS Phénanthroline | FRAP

I1Cso (ug/mL) 1Cso (Mg/mL) Aoso (g/mL) Aoso (Ug/mL)
Extrait >800 478,08+30,19° >200 >200
Ethanolique
Nanoparticules 497,69+1,16° >800 94,76+3,67° /
a base d’extrait
Vitamine C 3,53+0,412 9,84+0,05% 2,720,062 6,77+1,15

Note : Les résultats sont exprimés en moyenne + SD des trois mesures. Les valeurs avec des lettre
différent (a, b) dans la méme ligne sont significativement différentes (p < 0,05). Dans la méme

colonne sont significativement différentes (p < 0,05).
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Figure 14.Inhibition du radical DPPH par EEPP, AgNPs-EEPP et la vitamine C.

D’aprés I’histogramme (figure 14), I’activité antioxydante augmente avec 1’augmentation des
concentrations.Il existe une différence statistique entre les 3 échantillons. En effet, la capacité des
extraits a piéger le radical DPPH peut étre classéeselon 1’ICsodans 1’ordre suivant : VITAMINE
C>AgNPs-EEPP> EXTRAIT. On remarque que les nanoparticules sont plus puissantes que 1’extrait
EEPP, mais ils sont plus faible que la vitamine C, le standard antioxydant.

On a remarqué que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour les extraits était inférieur a
celui du standard pour toutes les concentrations utilisées ce qui est en accord avec les résultats des
études antérieurs (Seladji et al., 2014).

Nos résultats sont en accord avec ceux des travaux de (Keskinkaya, 2023), (Ammanou et
Aslouni, 2022) et (Al-Enazi et al., 2017) qui ont confirmé la capacité des extraits éthanolique de P.
pavonica a piégé les radicaux libres. En effet, I’activité antioxydante de notre extrait est probablement
due a la présence des composés bioactives tels que les flavonoides (Junopia et al., 2020). Plusieurs
¢tudes ont montré que 1’effet scavenger des produits végétaux est principalement attribuable aux
composés phénoliques comme les flavonoides, les tanins ...etc. (Nagavani et al., 2010 ; Cartea et
al., 2010). Ainsi, les flavonoides sont classés comme des antioxydants mixtes (Romalho et al., 2005),
car ils sont capables de donner des protons, soit par 1’inhibition des facteurs indiqués dans ce
processus, ou par chelation des traces metalliques impliqués dans leur production (Agatila et al.,
2012).
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Par ailleurs, Il n’existe aucune étude sur 1’activité antioxydante des AgNPs synthétisé a partir
d’EEPP. Alors notre étude est la premiére qui abordé le theme de synthése des AgNPs a partir d’EPP
et 1’évaluation de leur activité antioxydante. Cependant, selon (Singh, 2020), I'ICso des
nanoparticules d’oxyde de Fer est de ’ordre de 86,68 mg/ml, qui est inférieur a notre résultats (ICso=
497,69ug /mL).Cela signifie que les AgNPs sont nettement plus puissantes que les nanoparticules

d’oxyde de Fer.

La variation de 1’activité entre notre échantillon et celui de ces auteurs pourrait étre attribuée
aux conditions d’extraction ainsi qu’aux conditions environnementales, la saison de la récolte et les

facteurs génétiques (Levizou et al., 2004).

2.4.2. Activité du piégeage du radical ABTS*

Lors de mise en ceuvre de ce test, I’ABTS incolore est préalablement oxydé avec du persulfate de
potassium (K2S20g) pour former le radical cationique ABTS™ de coloration bleu-vert. L addition d’un
composé antioxydant engendre la réduction du radical ABTS™ en ABTS. L’activité antioxydante est
déterminée par la décoloration de la solution et s’exprime par le pourcentage d’inhibition.
L’absorbance a ét¢ mesuré a 734nm, en comparaison avec les standards, la vitamine C (I’acide

ascorbique).

10071

EE Extrait

AgNPs-EEPP
EH vitamine C

Inihibition (%)

Concentration (ug/mL)

Figure 15.Inhibition du radical ABTS™ par EEPP, les AgNPs et la vitamine C.
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D’apres I’histogramme (figure 15), I’activité antioxydante augmente avec 1’augmentation des
concentrations. Il existe une différence statistique entre les 3 échantillons. En effet, ’efficacité des
extraits a piéger ’ABTS" peut étre classé selon leur ICso dans I’ordre suivant: Vitamine C
>EXTRAIT >AgNPs-EEPP.

Les recherches conduites par (Besbes Hlila et al., 2017)sur différents extraits de P. pavonica
ont confirmé le pouvoir de piégeage des radicaux ABTS" par I’extrait acétonique avec une valeur
d’ICso de 0,01+0,00 mg/mL et I’extrait aqueux avec une ICsp de 0,01+£0,01mg/mL. Ces valeurs sont
inférieures a celle d’EEPP (IC50=478+30,19 pg/mg) de cette étude. Ainsi, I’étude de (Keskinkaya et
al., 2023) a révélé que I’extrait éthanolique était le plus efficace avec un ICso de 1’ordre de 75,16+0,42
pg/ml, suivi par P’extrait méthanolique (ICs0=178,20+0,19 pg/mL) puis D’extrait aqueux (ICso=
195,50+1,24 pg/mL).Ces résultats sont aussi inférieurs a ceux trouvés dans le présent travail. La
variabilité observée entre nos résultats et les travaux antérieurs indique qu’il existe des différences

dans I’efficacité ou la puissance de I’inhibition entre les différents types d’extraits de la méme espece.

Cependant, Il n’existe aucune étude sur la capacité des AgNPs, synthétisé a partir d’EEPP, a

piéger les radicaux ABTS". Ce travail est le premier a aborder d’étudier cette activité.

2.4.3.Test du phénanthroline

Le test de la phénantroline est considéré comme un test récent servant a 1’évaluation de I’activité
antioxydante possible d’un extrait (Bensaad et al., 2021). Ce test est basé sur la réduction de Fe3*
par un agent antioxydant pour donner I’ion Fe?* qui ensuite réagit avec la phénanthroline pour donner

un complexe de couleur rouge orangé, et qui absorbe a 510 nm (Szydlowska-Czerniaka et al., 2008).
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c — AgNPs-EEPP
o . = Extrait
o 2.0
N~ Vitamine C
T 1.5
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Figure 16.Pouvoir réducteur de ’EEPP, AgNPs-EEPP et la vitamine C par la méthode de
phénanthroline.
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D’apres, la figure 16, on remarque que le pouvoir réducteur de EEPP augmente d’une maniére

concentration dépendant c’est a-dire que la capacité de réduction de fer est proportionnelle a

I’augmentation de la concentration des d’extraits.

En effet, la capacité des extraits a réduire les ions ferrique peut étre classee selon leur Agso dans

I’ordre suivant : VITAMINE C>AgNPs-EEPP> EXTRAIT.

Il est a noter qu’il n’existe aucune étude sur le test phénanthroline des AgNPs synthétisé a partir

d’EEPP.

2.4.4. Test du pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir de transformer I’ion Fe®" en Fe?*a été évalué par le test FRAP. Les résultats sont présentés

dans le tableau 8

Les résultats montrent une différence significative entre le pourcentage d’inhibition de I’extrait

et la vitamine C.

2.01

1.09

Absorbance a 700 nm

-®- Vitamine C
-k Extrait

0.0

Concentration (pg/mL)

Figure 17. Pouvoir réducteur de I’EEPP et la vitamine C par la méthode de FRAP.

A partir des résultats obtenus, on remarque que le pouvoir réducteur deEEPP augmente d’une

maniére concentration dépendante c’est a-dire que la capacité de réduction de fer est proportionnelle

a I’augmentation de la concentration des d’extraits (figure 17).Les résultats obtenus montrent aussi

que la capacit¢ d’EEPP a réduire le fer est largement inférieure a celle de 1’acide ascorbique.

36



Deuxiéme partie : Etude expérimentale Chapitre Il : Résultats et Discussion

Cependant, (Tiouane et Bouzidi, 2018)ont indiqué une capacité réductrice forte des ions ferriques

par I’extrait méthanolique de P. pavonica.

Le pouvoir réducteur del’extrait de P.pavonica est probablement dd a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électron.
Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants
(Bougandoura et Bendimerad, 2012).Ainsi, (Tiouane et Bouzidi, 2018) ont confirmé I’existence
d’une forte corrélation entre le pouvoir réducteur et les polyphénols, et les flavonoides. Cependant,
ces corrélations sont considérables mais ne sont pas absolues a cause de la présence d’autres
molécules responsables du pouvoir antiradicalaire tel que les caroténoides (Kelman et al., 2012).

En plus, I’étude de (Kelman et al., 2012) sur les algues rouges, vertes et brunes, a confirmé

que les algues brunes ayant la plus forte capacité réductrice.
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Conclusion

Conclusion

L’objectif de notre travail est d’étudier in vitro I’activité antioxydante d’extrait et des nanoparticules
d’argent synthétisés a base d’une algue brune Padina pavonica, récoltée de la plage de Sidi
Abderrahmane, (Khraif), village Laouinat,commune KhenakMayoun de la wilaya de Skikda, en vue

d’une valorisation de la biomasse algale Algérienne.

Ce travail nous a permis d’avoir une idée sur la richesse de P. pavonicaen substances bioactives

telles que les polypheénols, les flavonoides, les chlorophylles et les caroténoides.

Ainsi, 1’étude des propriétés antioxydantes par des tests in vitro a confirmé la capacité de

I’extrait et AgNPs de P. pavonicaa piéger les radicaux libres et a réduire les ions ferriques.

En perspectives certains points restent a approfondir, il serait donc intéressant de compléter

cette étude par :

- La caractérisation des nanoparticules en associant des méthodes de caractérisation telles que
I’UV-visible, I’infrarouge (IR) et la diffraction aux rayons X (DRX)...etc

- Il est également souhaitable d’étendre 1’étude de 1’activité antioxydante in vivo.

- 1l est souhaitable d’étudier d’autres activités biologiques tel que 1’activité antibactérienne,
anticancéreuse, anti-inflammatoire...etc de ces nanoparticules et de déterminer leur

mécanisme d’action.
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