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Introduction générale

Introduction

L’ Algérie est un pays avec une face maritime s’étalant sur 1200 Km. L’étude de la

flore algale d’Algérie a fait I’objet d’un certain nombre de travaux (Tebbal, 2011).

Récemment, le domaine marin constitue une piste privilégié de recherche sur les
antioxydants et un champ immense d’investigation pour les chercheurs (Farid et al.,
2012).Un grand interét est porté aux produits naturels obtenus a partir d'organismes marins, et
en particulier les algues. Fait intéressant : Les algues d’origine marine occupent une place
importante en pharmacologie et en medecine (Mohamed et Hashim, 2012). Elles sont
considérées comme une source d’application potentielle dans de nombreux secteurs

industriels : cosmétologie, agriculture, élevage (Kornprobst, 2015).

Les composés bioactifs d'algues peuvent agir comme des alternatives aux molécules
médicamenteuses, disposant d'un grand avantage par rapport aux medicaments classiques
avec une biodisponibilité élevée et souvent une meilleure spécificité (Samarakoon K. 2012).
Récemment, plusieurs composés d'algues, y compris les polyphénols, les polysaccharides et
les protéines, ont été présentés comme des antioxydants puissants qui protegent les cellules
contre les radicaux libres et retardent la progression de nombreuses maladies chroniques
(Yildiz G. 2012).

C’est pour cela nous sommes intéressées de faire une étude phytochimique en
quantifiant les teneurs en composés phénoliques et évaluer I’activité antioxydante de 1’extrait
brut de 1’algue verte Ulva lactuca et de 1’algue brune Sargassum vulgare sp Qui été récoltées

de la plage Oulad Bounar de la Wilaya de Jijel.
Notre travail est divisé en deux parties :

> La premiére partie présente I'étude bibliographique sur les algues marines et le stress
oxydatif.
> La deuxieme partie reporte la partie expérimentale ainsi que la méthodologie suivie, a
savoir :
e Echantillonnage et description du site de la récolte

e Préparation de I'extrait brut ainsi que les dosages des composés
phénoliques et deux tests de pouvoir antioxydant des extraits : I’ABTS
et la réduction des ions de cuivre CUPRAC.

e Enfin nous présentons les résultats obtenus et leur interprétation.
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1. Introduction

Les algues sont des végétaux qui ne possedent ni tiges, ni feuilles, ni racines. Leurs
corps est un thalle, d’ou leur nom est thallophyte. Les algues sont des organismes aquatiques
capables de produire leur propre matiére organique par photosynthése. Elles ont des formes et
des dimensions trés variables. certaines sont microscopiques et d’autres mesurent plusieurs
meétres de longueur, mais elles ont toutes des caracteres communs. Elles sont essentiellement
aquatiques dans les eaux douces ou marines, et certaines vivent sur la neige ou la glace des
régions polaires et des hautes montagnes. d’autres au contraire supportent dans les eaux des
sources thermales des températures élevées (algues thermophiles).

Pres de 30.000 espéces d’algues soit 18% du regne végétal ont été répertoriées jusqu’ici
jusqu’a aujourd’hui, les macro-algues ont suscité beaucoup d’études (Leclerc., al 2010).

2. Bases de la classification des grandes lignées d’algues

Plusieurs critéres rentrent en considération, citent leurs compositions pigmentaires,
leurs caractéristiques structurales, leurs modes de reproduction ainsi que leurs polysaccharides

de réserve (Reviers, 2002).

Tableau 01 : Caractéristique des principales lignées d'algues. (Raviers, 2002).

Embranchement Caractéristiques

Type de phycobiliprotéines  Polysaccarides de réserve

chlorophylle
Bacillariophyta a;c - Chrysolaminarane
Chlorophyta a, b - Amidon intraplastidial
Chrysophyta a,c - Chrysolaminarane
Cryptophyta a,c PE Amidon périplastidial
Cyanophyta a PC, PE Glycogene
Dinophyta a,c - Amidon cytoplasmique
Euglenophyta a,b - Paramylon cytoplasmique
Phaeophyta a,c - Laminarane, mannitol
Rhodophyta a, d PC, PE, APC Amidon floridéen
Xantophyta a,c - Chrysolaminaranes
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3. Grands groupes des algues marines

Généralement en trouve quatre groupes qui se different par leur couleur, Chaque

groupe contient des classes, et chaque classe contient des centaines d’espéces (Garon-

Lardiere, 2004).

Tableau 02 : Caractéristiques importantes des groupes d'algues (Géraldine et Céline, 2009).

Embranchement Nom Nombre Pigments
(Regne) commun d’espéces
Chlorophytes Algues vertes 7500 Chlorophylle (a,b)
(Protistes) Xanthophylles
Carotene
Phéophytes (plantes) Algues brunes 1500 Chlorophylle (a,c)
d’especes Caroténe
Phéophytes (plantes) Algues rouges 3900 Chlorophylle (a,b)
d’espéces Xanthophylles
Carotene

Zéaxanthine
Phycocyanine C
Phycoérythrine
Phéophytes (plantes) Algues bleues 15000 Chlorophylle (a)
d’espéces Allophycocyanines
Phycocyanine
Phycoérythrine
Phycoérythrocyanine

3.1. Algues vertes (Chlorophycées)

Avec plus de 6500 especes (Splingart, 2013), Elles présentent une grande diversité de
formes uni-ou pluricellulaires. Leurs plastes sont colorés en vert par les chlorophylles a et b,
aux quelles sont associés des caroténes et des xanthophylles. La photosynthése permet la
formation d'amidon, comme pour les plantes supérieures, la plupart des algues vertes vivent
en eau douce mais aussi les espéces marines sont nombreuses dans les Ulotrichales et les
Cladophorales, et dominent dans les Siphonales. Une partie des Chlorococcales et des
trentepholiales sont aérophiles (Paul, 2006).

Elles jouent un rdle important dans lI'oxygénation des eaux, favorisant ainsi la vie

animale (Garon-Lardiere, 2004).
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3.2. Algues brunes (Pheophycées)

Sont des algues annuelles dont on dénombre 1500 especes. Elles peuvent atteindre 50
meétres de long (Géraldine et al., 2009). La couleur brune de ces algues est d( aux pigments
xanthophylle, la fucoxanthine, qui masque les autres pigments (chlorophylle a et c, ainsi que
le béta-carotene). Toutes possedent une structure pluricellulaire, mais leurs dimensions
varient depuis les éléments microscopiques jusqu'aux tres grands spécimens. La grande

majorité des algues brunes sont marines (Garon-Lardiere, 2004).

Les produits du métabolisme dissous dans les vacuoles sont surtout de la laminarines et
du mannitol. Il y a souvent des lipides mais jamais d’amidon. Les parois cellulaires pauvres

en cellulose, sont surtout formées d alginates et de fucoidine (Paule, 2006).

3.3. Algues rouges (Rhodophycées)

Les rhodophytes ou algues rouges prend a partir de la présence de plastes roses dans
lesquels un pigment rouge, la phycoérythrine, est associé a plusieurs autres pigments dont les
chlorophylles. Sont des algues annuelles de 3500 especes, dont les plus consommées sont les
algues dulse, nori ou carraghénanes (Géraldine et al., 2009).

IIs sont principalement marins et pour la plus part pluricellulaires, ils se divisées en
deux groupes: celui des Bangiophycées (qualifiées de primitives) et celui des Floridéophycées
(plus complexes). Elles se distinguent généralement par leur cycle de reproduction

particulierement complexe (Garon Lardiere, 2004).

Les algues rouges produisant des glucides de faible poids moléculaire, analogue de

glycogéne appelé (amidon floridéen) mais pas 1’amidon proprement dit (Paul, 2006).

3.4. Algues bleues (cyanobactéries)

Connues sous le nom dalgues bleues ou de bactéries Bleu-vert sont des
Cyanophyabacteria phylum qui obtiennent leur énergie par photosynthese (Perosa et al.,
2015). On en dénombre environ 15000 espéces mais leur durée de vie n’est que de quelques
semaines (Géraldineet al., 2009)

Elles constituent des colonies de taille, de forme et de couleur trés variables, se présentent
généralement sous forme de fins filaments. Contenant un pigment qui leur confere une
couleur bleue (Phycocyanines) et rouges (Phycoérythrines) qui masquent la chlorophylle a,
elles peuvent modifier la couleur des eaux ou elles proliferent (Garon-Lardiere., 2004).

Capable de vivre dans les milieux extrémes. (Pierre., al 2013).

4
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Depuis des millions d’années, ces microorganismes ont été intimement associés au
développement de la vie sur la terre et ont contribué a enrichir 1’atmosphére terrestre en
oxygeéne. (AFSSA-AFSSET, 2006).

4. Intérét nutritionnel :

Les algues ont un excellent intérét nutritionnel depuis I'antiquité en raison des glucides a
faible teneur en calories, acides gras polyinsaturés, riches en vitamines, minéraux et fibres
alimentaires ainsi que la présence de composés bioactifs importants de valeurs
pharmaceutiques tels que les phlorotannins et les polysaccharides qui ne se trouvent pas dans
les plantes terrestres, ce qui peut jouer un réle dans la modulation des maladies chroniques.
(Chuetal., 2016 ; Sankar et al., 2016).

L'étude des littératures a révélé que les algues vertes contiennent également des teneurs
en protéines plus élevées (10 a 30% De poids sec). Dans le monde entier, environ 150 especes

d'algues sont consommeées comme aliments humains. (Kumari et al., 2010).
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Tableau 03 : Composition biochimique moyenne d'algues fraiches bretonnes. (CEVA, 2016).

Pour 100 g algues Kombu Wakame Wakame  Haricot de Laitue pylse
fraiches royal atlantique mer de mer
Saccharina Undaria Alaria Himanthalia Ulvasp Palmaria
Latissima  Pinnatifida esculenta elongata palmata
Energie 35 18 26 23 22 24.5
Eau 86.5 90.9 89.4 88.2 88.6 88.4
Protéines(g) 1.8 1.7 2.0 1.3 1.6 2.1
Lipides(g) 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2
Glucides (par 3.8 0.5 1.0 1.7 1.1 1.3
différence) ()
Fibres (g) 5.4 3.6 5.6 4.6 4.2 4.5
Sel (9) 1.3 1.8 2.1 1.3 2.2 1.3
Potassium (mg) 962.1 8134 699.4 1181.4 2585  1315.9
Magnésium (mg) 113.1 1125 164.9 110.4 340.3 59.6
Calcium (mg) 140.6 66.5 124.1 95.1 95.1 105.4
lode (mQ) 88.3 1.3 2.1 0.8 0.7 1.1
Fer (mg) 2.9 0.3 15 0.2 2.6 2.4
Béta-  carotenes 0.8 0.5 1.6 0.1 0.7 0.5
(mg)
Vitamine C (mg) 12.7 6.5 19.4 36.8 8.0 7.2
Vitamine B9 (ug) 33.4 40.1 76.3 16.3 22.3 68.6
Vitamine k1 (ug) 44.4 66.8 30.0 5.9 2.1 73.1
Polyphénoles (mg) 145 152 408 723 44 70
Fucoxanthine (mg) 7.8 6.8 144 4.9 - -

5. Statut nutritionnel
L’algue est un aliment traditionnel qui présente un intérét notionnel connu et exploit
depuis de nombreuses années, la valeur nutritionnelle des algues peut s’expliquer par la

présence de nombreux composants : fibres, minéraux et protéines ...etc. (Marfaing, 2017).

5.1. Polysaccharides

La majorité des polysaccharides d’origine algale correspond a des hétéropolysaccharides.
Ils sont constitués d’unités répétitives comportant au moins deux résidus différents par unite,
les unités pouvant étre ramifiées. Ces hétéropolysaccharides peuvent contenir divers
substituants liés par des liaisons éther, ester, amide, sulfate ouacétalique (Tableau 4). Ces
groupements sont en grande partie responsables des propriétés physico-chimiques des
polymeres qui les portent. De maniere générale, les taux en sulfate des polysaccharides
d’origine algale sont plus importants que ceux rencontrés chez les bactéries
(Percival&McDowell 1967 ; Chevolotet al., 2001). Les phosphates sont également

considérés comme des substituant récurrents des hétéropolysaccharides d’origine algale.
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Tableau 04 : Principaux substituant rencontrés au sein de polysaccharides d'origine algale.

Origines du Nature du Structure Nature de la liaison
substituant substituant
Organique O-Methyl -OCH3 Ether
Pyuvyl -O[C(CH3) CO2H]O- Acétals
: Sulfate hémiester -0SO-3 Ester
Inorganique

On distingue différentes catégories de polysaccharides au sein des algues : les
polysaccharides de réserve et les polysaccharides pariétaux, eux-mémes différenciés selon

leur localisation dans la phase fibrillaire ou matricielle.

5.1.1. Polysaccharides de réserve
Il s’agit des polysaccharides qui résultent directement du mécanisme photosynthétique
et ils sont stockés notamment dans les vacuoles des algues. Le type de stockage varie selon les
espéces d’algues concernées (Tableau 01). Chez les algues brunes, il s’agit d’un polymeére de
B-(1,3)-glucopyranose (laminarine), d’un polymére de a-(1,4)-glucose (amidonfloridéenl)
chez les algues rouges est de glucane (polymere de B-(1,4)-glucose) et chez les algues verte.
Les mémes types de stockage ont été observés chez les diatomées, micro-algues unicellulaires
appartenant au phytoplancton (formes pélagiques) ou au microphytobenthos (formes
benthiques) (Underwood& Paterson, 2003).

5.1.2. Polysaccharides pariétaux
La paroi des algues differe significativement de celles des autres organismes végétaux
par son organisation et sa composition. De nombreux auteurs considérent cette derniere
comme €tant une structure biphasique composée d’une phase fibrillaire cristalline squelettique
et d’'une phase matricielle unique a 1’algue. La nature chimique des colloides produits a la

périphérie des cellules algales est d’ailleurs un criteére de classification.

a. Phase fibrillaire

Il s’agit d’une phase dite squelettique, constituée notamment de polysaccharides
insolubles. Cette phase est ordonnée et enrobée dans une matrice amorphe mucilagineuse,
I’espace intercellulaire étant occupé par ce méme mucilage. Les microfibrilles sont

géneralement composeées de B-(1,4)-glucopyranose qui forment (i) des chaines cellulosiques
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arrangees en feuillets et stabilisées par des liaisons hydrogénes (Craigie, 1990). D’autres
polyméres comme (ii) des xylanes et (iii) des mannanes participent, au méme titre que la
cellulose, a la structuration de la paroi cellulaire (Kloareg&Quatrano, 1988).

Q) La cellulose compose significativement la paroi des algues vertes (jusqu’a 70 %
en poids sec) contrairement aux algues brunes (< 20 % en poids sec)
(Kloareg&Quatrano, 1988) ou aux algues rouges (< 9 % en poids sec) (Preston,
1974). Les chaines individuelles de cellulose sont associées en microfibrillesl,
éléments structuraux de base de la paroi des algues (Chanzy, 1990). Au sein des
algues marines, la cellulose comporte généralement d’autres unités saccharidiques
que le glucose, telle que le xylose ou le mannose.

(i) Les xylanes squelettiques des parois cellulaires sont des polymeres linéaires
d’unité B-(1,3)-D-xylose ou B-(1,4)-D-xylose (Craigie, 1990). Les premiers, qui
forment des microfibrilles(Atkins & Parker, 1969) ne sont présents que dans les
algues dont la paroi cellulaire ne contient pas de cellulose (Irikiet al., 1960). Les -
(1,4) xylanes fibrillaires sont quant a eux surtout présents chez les algues vertes ou
certaines algues rouges (Porphyra, Bangia).

(iii))  Les mannanes sont des polymeéres linéaires formés d’unité [-(1,4)-D-mannose
dont les chaines s’associent entre elles pour former des
microfibrilles(Kloareg&Quatrano, 1988). On retrouve ces polymeéres chez les

algues rouges et notamment chez les Bangiophycées (Gretz et al., 1982).

b. Phase matricielle ou amorphe
La phase matricielle hydrosoluble de nature mucilagineuse, parfois associée a des
protéines, est de nature tres complexe.
Seuls certains galactanes d’algues rouges (agars, carraghénanes) ou polyosides d’algues
brunes (fucoidanes, alginates) d’intéréts économiques ont été caractérisés (Ruiz, 2005).
5.2. Fibres
Les algues contiennent des quantités intéressantes de fibres, particulierement sous
forme soluble. Selon la variété, une portion d’algues fraiches peut contenir jusqu’a 8 % de la
quantité de fibres recommandée quotidiennement, et les algues séchées, quant a elles,
contiendraient de 35 % a 50 % de leur poids sous forme de fibres (Jiménez-Escrig et al.,
2000).
Dans les trois types d’algues on trouve déférentes types des fibres pour les algues

brunes on trouve des alginates et des fucanes et des laminariales. Les algues rouges pourront

8
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contenir des galactanes plus ou moins sulfatés (agar et carraghénanes), des porphyranes ou
des xylanes ainsi que des glucides de réserve. Enfin, les algues vertes alimentaires sont
constituées d’ulvanes et peuvent également contenir de I’amidon comme glucide de réserve

(Lahaye, 1991). (HoldtSL, 2011).

5.3. Protéines

La valorisation des algues est étroitement liée a la composition minérale de ces
derniéres (fer, calcium, magnésium) ainsi qu’aux propriétés fonctionnelles des
polysaccharides qu’elles contiennent. Peu de travaux mettent en avant la valeur nutritionnelle
des protéines d’origine algale (Fleurence 1999 ; Marfaing&Lerat 2007).

Le taux de protéines chez les algues varie considérablement selon les especes et des
facteurs abiotiques comme la saison (Fleurence& Guéant, 1999 ; Galland-Irmouliet al.,
1999).

Parmi les protéines algales, il faut citer la présence chez les algues rouges et bleues de
molécules particuliéres : les phycobiliproteines, qui sont les principaux pigments de ces
algues et font partie du systéme de collecte de 1’énergie lumineuse (Fan-jie, al., 1984). Les
phycobiliproteines (phycocyanine des piruline et phycoérythrine des algues rouges)
posse dent par ailleurs des propriétés antioxydants qui pourraient étre mises a profit dans la
prévention ou le traitement de maladies dégénératives : certaines formes de cancer, maladies
cardiovasculaires ou ophtalmiques liées au stress oxydatif (Gonzalez , al., 1999) ; (Padula;
al., 1999) ; (Remirez, al., 1999).

La fraction protéique des algues brunes est faible (3-15 % du poids sec),
comparativement aux fractions protéiques des algues vertes ou rouges (10-47 % du poids sec)
(Arasaki&Arasaki 1983 ; Rupérez& Saura-Calixto, 2001).
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Tableau 05 : Contenu en protéines de différentes algues marines utilisées en industries
alimentaires, d’aprés Fleurence (1999).

Espéces Palmaria Porphya Ulva Ulva Laminari Fucus  Ascophyllu
d’algues palmata tenera lactuca petusa adigitata s mnodosum
marines

Protéines  8-35 33-47 10-21  20-26 8-15 3-11 3-15

(%0en poids

sec)

Globalement, la fraction protéique des algues est utilisée a but nutritif, 1’algue étant
consommeée dans son ensemble, afin de profiter de ces fibres et oligo-éléments. Toutefois,
certaines études ont montré que la digestibilité des protéines algales par I’homme ou par du
bétail est loin d’étre optimale (Indegaard&Minsaas, 1991), souvent a cause
depolysaccharides ou de groupements phénoliques présents. Des travaux s’intéressent ainsi
al’utilisation de prétraitements enzymatiques des algues afin d’éliminer les maticres fibreuses

(Armano&Noda, 1992), et améliorer la digestibilité des protéines.

5.4. Lipides

La teneur lipidique des algues est tres faible : de 1 a 5 % de la matiére séche. les
lipides algaux présentent une proportion en acides gras essentiels importante (Darcy-Vrillon
B, 1993).

Les algues rouges contiennent des taux élevés d’acides gras polyinsaturés a 20
carbones. L’acide eicosapentaé¢noique (EPA) en particulier constitue 50% des acides gras
polyinsaturés chez Porphyra sp. Et Palmaria palmata (Marfaig, 2004).

L’étude de la fraction lipidique de 1’algue brune Cystoseira sedoides des cotes
algériennes, a montré une multitude d’acides gras de C12 a C20, parmi lesquels se distinguent
les acides gras saturés et insaturés (Benchabane, 1989).

Les algues vertes dont la composition en acides gras est la plus proche de celle des
végétaux supérieurs ont par rapport a ceux-ci, une teneur beaucoup plus élevee en acide
oléique (C18:1) et en acide alpha-linolénique (3-C18:3). (Marfaig, 2004).

10
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5.5. Minéraux
Les algues puisent dans la mer une richesse incomparable d’éléments minéraux. La
fraction minérale peut représenter jusqu’a 36 % de la masse séche. La diversit¢ de ces
éléments représente est énorme : calcium, sodium, potassium, phosphore, iode, fer, zinc,

magnésium, etc.

55.1. Calcium
Les algues constituent une des sources végétales de calcium les plus importantes avec
des teneurs pouvant atteindre 6 % de la masse seche chez les macroalgues (Ulvasp.). Encore
plus intéressant, 1’algue calcaire lithothamniée contient de 25 a 34 % de calcium. Le calcium
des maérls se solubilise tres bien dans les conditions gastriques (pH = 1,5) et produit

quantitativement du calcium ionise biodisponible (Assoumani MB, 1997).

55.2. lode
L’iode contenu dans les algues est disponible pour ’organisme d’ou leur intérét
nutritionnel notamment pour le bon fonctionnement de la glande thyroidienne. (leclerc v et
al., 2010).

Les algues sont les aliments qui contiennent le plus d'iode, quelques grammes d’algues
séchées par jour suffisent a combler notre besoin d'iode. Dans les algues brunes, notamment
les laminaires et les fucales, sont celles qui accumulent le plus d’iode, 1’iode minéral qui
domine avec plus de 80% de 1’iode total, alors que chez les algues vertes les proportions sont
inversées. Tandis que pour les algues rouges les teneurs sont intermédiaires (environ 40%

d’iode minéral et 60% d’iode organique)

Tableau 06 : La teneur en iode de quelques algues (CEVA, 2014).

Teneur en mg/kg sec

Algues brunes Laminariadigitata 2020-7454
Laminariasaccharina 2789-5277
Fucus vesiculosus 240-728
Undariapinnatifida 118-374
Hilmanthaliaelongata 90-168

Algues rouges Palmariapalmata 40-541
Porphyra umbilicalis 67-188

Algues vertes Ulvasp 10-131

11
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5.5.3. Magnésium

Il est intéressant de noter que les macroalgues peuvent apporter du magnésium en
quantité notable, en particulier le maérl (algue calcaire Lithothamnium calcareum), les algues
vertes et brunes. Ainsi 7 g de maérl ou de laitue de mer déshydratée contribuent a 50 et 38 %
des AJR en magnésium respectivement. L’absorption du magnésium differe selon les algues.
Celles-ci du fait de leur richesse en fibres, peuvent lier les minéraux et la capacité d’échange
des fibres a été rapportée pour impacter 1’absorption minérale. Des études ont montré des
faibles absorptions du magnésium chez des rats pour le nori (Porphyra tenera), le wakame et
[’hijiki. Cependant le magnésium absorbable est élevé pour 1’algue verte Ulva et le kombu

(Laminaria japonica) (Nakamura, 1996).

6. Statut chimique :
La valeur nutritionnelle des algues peut s’expliquer en grande partie par la présence
conjointe de trois grandes catégories de composants (fibres, minéraux et protéines), mais
également par la présence de métabolites présentant des propriétés antioxydantes et

antiradicalaires tels que caroténoides, tanins, flavonoides et polyphénols. (Julie, 2010).

6.1. Caroténoides
Les caroténoides sont de puissants antioxydants. Les algues brunes sont particulierement
riches en caroténoides et notamment en fucoxanthine, R-caroténe et violaxan- thine. Les
principaux caroténoides des algues rouges sont le B-carotene, 1’a-caroténe et leurs dérivés
dihydroxylés: zeaxanthine et lutéine. La composition en caroténoides des algues vertes reste
voisine de celle des plantes supérieures. Un grand nombre d’études a démontré les propriétés
antioxydants des caroténoides algaux et le role qu’ils jouent dans la prévention de plusieurs

pathologies liées au stress oxydatif (Okuzumi Jet al., 1993 Yan X et al,. 1999).

6.2. Tanins
Les tannins sont des polyphénols naturels qui, a l’origine, sont connus pour leur
capacité a précipiter les alcaloides et les protéines. Les tannins sont des composes phénoliques
hydrosolubles ayant un poids moléculaire compris entre (500 et 3000 Da) et qui ont a c6té des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine, et

d’autres protéines». Méme si cette définition reste valable, elle a été complétée grace aux

12
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méthodes récentes d’analyse qui ont permis d’éclaircir la structure de ces polyphénols. Ainsi,
les tannins sont désormais définis comme des polyphénols de masse moléculaire allant jusqu'a
20000Da (Haslam, 1989; Hagerman, 2002).

6.3. Polyphénols
La plupart des algues marines contiennent des polyphénols algaux aussi appelées
phlorotannins. les phlorotannins constituent un groupe trés hétérogene de molécules (structure
et dégrade polymérisation) fournissant ainsi une grande variété d’activités biologiques
potentielles. Les teneurs les plus élevées sont retrouvées dans les algues brunes qui en
contiennent entre 5 et 15 % du poids se]. I’activité antioxydante d’extraits de polyphénols
d’algues brunes et rouges a été mise en évidence par des études in vitro (Nakamura T, et al.,

1996).

7. Intérét des algues marines dans le monde
La quantité d’algues produites annuellement par culture ou récoltées dans le monde
est de I’ordre de 9 millions de tonnes d’algues fraiches. les producteurs principaux sont la
Chine, la Corée et le Japon qui, a eux seuls, totalisent les quatre cinquiémes de la production,
principalement par la culture (90 % de cette production). Cette production est majoritairement
destinée I’alimentation humaine directe qui représente 75 % de la production mondiale. La
deuxieme utilisation est I’extraction des colloides, qui représente 12,5 %. Le restant est
exploite dans les différents secteurs que sont 1’agriculture, 1’alimentation animale, la
cosmétique (Mac Hugh DJ, 2003).
Les macro-algues peuvent étre utilisées dans des domaines trées variés :
* I’alimentation humaine en tant que 1égumes
* D’agroalimentaire en tant que texturants
 la chimie et la microbiologie pour les milieux de culture
« la cosmétique, la nutraceutique et la pharmaceutique
 le traitement des eaux pour les filtres et solutions

» D’agrofourniture en tant que produits phytosanitaires, engrais ou aliments pour bétails.

13
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Kombu Wakamé Nori Dulse Laitue de | Haricot de

mer mer

Figure 01 : Macro algues autorisées pour la consommation humaine en France et
majoritairement utilisées (CEVA, 2014).

Six algues alimentaires sont largement consommées : la laitue de mer (Ulvasp.), la dulse
(Palmaria pal- mata), le nori (Porphyra sp.), le wakamé (Undariapinnatifida), le kombu
(Saccharinalatissima) et le hari- cot de mer (Himanthaliaelongata). (CEVA, 2014).

1%5%

Monde

France

N.B : pourcentage par rapport aux productions totales dans le monde et en France

Figure 02 : Réparation des productionsde macro algues par usage (CEVA, 2015,).

7.1. En alimentation humaine

L’algue en alimentation fait cependant partic du quotidien de I’homme, mais de fagon
discréte, utilisée pour ses propriétés technologiques et ceci depuis le début des années
soixante. Agar, Alginate et carraghénanes sont ainsi devenus des ingrédients incontournables

de I’industrie agroalimentaire (Marfaing, 2004). Les algues rouges sont la source d’agar et de
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I’agarose. Les genres Gelidium, Gracilaria, Acanthoptelis et Pterocladia sont les principaux
producteurs de ces matériaux .Le mucilage extrait a chaud de ces algues donne apres
purification, déshydratation et broyage la poudre d’agar-agar utilisée essentiellement pour
gélifier un grand nombre de produits alimentaires mais aussi les milieux de culture pour les

microorganismes ou les cultures in vitro (Chouikhi, 2013).
7.2. En alimentation animales

Sur de longues périodes, les animaux (ovins, bovins et équidés) qui vivaient en zones
cotieres consommaient des macroalgues brunes, surtout dans les pays ou celles-ci étaient
rejetées sur le rivage, d’ailleurs 1’algue rouge Palmariapalmata était appelée « goémon a
vache ». Les premiers essais de supplémentation de la ration alimentaire d’animaux d’élevage
ont fait apparaitre une bonne acceptabilité, une bonne digestibilité et une bonne assimilation

des algues.

Aujourd’hui, la disponibilit¢é de macroalgues pour animaux s’est accentuée avec la
production de farines. Les macroalgues utilisées en alimentation comme Ascophylum
nodosum et Laminaria digitata fraichement coupées, sont broyées en fines particules et
séchées. Leur analyse a montré qu’elles contenaient des quantités importantes de minéraux,
oligoéléments et vitamines. Les oligo-éléments qui sont des éléments essentiels requis pour
les mammiféres a de petites quantités tels que le fer, le zinc, cobalt, chrome, molybdene,
nickel, fluor et iode (Chouikhi, 2013).

7.3. Dans ’industrie alimentaire
L’algue en alimentation fait cependant partie du quotidien de ’homme, mais de facon
discrete, utilisée pour ses propriétés technologiques et ceci depuis le début des années
soixante. Agar, Alginate et carraghénanes sont ainsi devenus des ingrédients incontournables
de I’industrie agroalimentaire (Marfaing, 2004).

Les algues rouges sont la source d’agar et de 1’agarose. Les genres Gelidium, Gracilaria,
Acanthoptelis et Pterocladia sont les principaux producteurs de ces matériaux .Le mucilage
extrait a chaud de ces algues donne apres purification, déshydratation et broyage la poudre
d’agar-agar utilisée essentiellement pour gélifier un grand nombre de produits alimentaires
mais aussi les milieux de culture pour les microorganismes ou les cultures in vitro (Choikhi,
2013).
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7.4. Dans le domaine pharmaceutique et medical
Plusieurs composés chimiques isolés des macroalgues sont biologiquement actifs dont
certains possédent une activité pharmacologique efficace (Rorrer et Cheney, 2004). Une
étude sur I’isolement et la détermination de la structure chimique de nouveaux métabolites
secondaires pouvant présenter des activités biologiques a potentialités pharmacologiques a été
réalisée a partir de deux algues mediterranéennes Cystoseira crinita (Phéophycée) et Lyngbya
majuscula (Cyanophycée) (Praud, 1994).
Aujourd’hui, environ 4000 nouveaux métabolites ont été isolés a partir de divers
organismes marins et jusque dans les années 1990, ce sont les algues qui ont le plus intéressé
les chercheurs (Praud, 1994).

7.5. Dans la biotechnologie

Le processus biotechnologique des macroalgues marines a trois éléments: La cellule et le
développement de culture cellulaire, la conception de photo bioréacteur, et I’identification des
stratégies pour obtenir la biosynthese de métabolites secondaires (synthése biomimétique)
(Rorrer and Cheney, 2004). L’ingénierie biotechnologique (biomoléculaire) des
macroalgues marines pour la production de ces composés est un domaine nouveau emergeant
de la biotechnologie marine. Les Rhodophycées contiennent une protéine particuliére appelée
phycoérythrine (PE) qui est deja utilisée dans les applications biotechnologiques comme

colorant ou teinture dans des réactions d’immunofluorescence (Fleurence, 1999).
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Chapitre 2 Stress oxydatif

1. Introduction

L’oxygene est indispensable a la vie des organismes aérobies ou les mitochondries,
"poumons" de la cellule, qui en utilisent d’une part comme substrat de la chaine respiratoire
pour la production de I'énergie sous forme d’ATP (Figure 03) et d’autre part impliquées dans
la modulation de la fonction cellulaire (différentiation, prolifération) et jouent un réle dans les
réactions inflammatoires et dans la signalisation en tant que seconds messagers (Murrell et
al, 1990; Allen, 1991). Ce métabolisme induit des effets néfastes dans 1’organisme via la
formation de radicaux libres et d’espéces oxygénées activées (EOA) et de 1’azote (ERA) en
équilibre avec les systémes antioxydants (Roede et Jones, 2010) un déséquilibre se produit en
faveur des radicaux libres, il y a alors stress oxydatif, pathologique pour les tissus et cellules
(Darley-Usmar et Halliwell, 1996; Chaudiere et Ferrari-lIliou, 1999).

Hydroperoxyl Superoxide
dical dical
0, +¢ +H'—> rf{()z. Bids W fd;
LH
e+ | 03 Peroxyl
: " radical ViLE
L: — LOO-—— LOOH
Hydrogen Hydroxyl Linid
peroxide radicaf ;P‘ |
H,0,—> OH+OH "
L PR e H,0+0
Fet* + H,0, » Fe +OH- OB~

Figure 03 : Les principales réactions conduisant a la production des ROS (Carocho et
Ferreira, 2013).

Le stress oxydant est défini comme étant le résultat d’un déséquilibre entre la

production de composes pro-oxydants et leur élimination. (Collard, 2003).

Systeme de transport des électrons de la membrane interne des mitochondries de
bivalves. Les complexes I, 11l et IV sont les pompes a proton responsables de la formation

d'une force proton-motrice utilisée par le complexe V pour la formation d'ATP. Les sens
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possibles de circulation des électrons sont représentés par les cheminements pointillés. Bleu,
passage avant des électrons; orange, passage inversé des électrons; bleu et mauve ensemble,
convergence des électrons; jaune, passage alternatif par 1 'AOX sans activité de pompage de
protons. Les sites réducteurs de I'oxygene responsables de la production de I'anion superoxyde

sont représentés au niveau des complexes I et I11. (See Lenaz & Genova, 2010).

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, “NO
Caroténolides

OXYDANTS
. _t ) 0:°, OH®, "0z, H20:
</ ) °NO, ONOO

-\ HOCL
T LOOS. LOOH

Figure 04 : Définition de stress oxydatif (Collard, 2003).

2. [Espéces oxygénées réactives

Dans les différents milieux biologiques il est vraiment difficile de mettre en évidence
les espéces oxygénées réactives due a leur instabilité. Selon leurs nature ; leurs vitesse
réactionnelle varie. La durée de vie des espéces oxygénées réactives est extrémement tres

courte de la nano a la milli secondes (Jacob, 1995).

Par conséquents, la toxicit¢ et la réactivité des espéces oxygéné n’est pas
nécessairement corrélée dans plusieurs cas des espéces peu réactives peuvent étre a 1’origine
d’une grande toxicité en raison de leur demie vie longue qui leur permet de se diffuser et
gagner des locations sensitives ou elles peuvent interagir et causer des dommages a longue

distance de leurs sites de production (Kohen and Nyska, 2002).
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Tableau 07 : Principales especes ERO et ERA générées dans les systemes biologiques
(Bartosz, 2003).

Nom Symbole
Anion superoxyde 02+
Radical hydroxyle OH-
Monoxyde d’azote NO-
Peroxyde d’hydrogéne H202
Acide hypochlorique HOCI
Oxygene singulet 102
Peroxynitrite ONOO
Radical alcoxy RO
Radical peroxy ROO

3. Principales cibles biologiques

Les produits de stress oxydatif peuvent en effet altérer des cibles biologiques telles que
. les acides nucléiques avec un risque de mutation et de cancérisation, les protéines avec
I’altération des récepteurs et des enzymes, les lipides avec altérations des membranes

cellulaires. (Sergent et al., 2000).
3.1. ADN

Les dommages engendrés par le stress oxydant au niveau de I’ADN sont de cing types a
savoir I’oxydation des bases, la formation de sites abasiques, la formation d’adduits intra-
caténaires, la formation des cassures des brins et des pontages ADN-protéines (Cadet et al.,
2002).

Au niveau d’ADN, Les attaques radicalaires peuvent avoir lieu au niveau de la liaison
entre le desoxyribose et les bases puriques et pyrimidiques formant un site abasique ou
attaquer directement le désoxyribose générant des coupures de chaine simple brin (Favier,
2003). Ces coupures provoque des mutations peuvent aboutir a la mort cellulaire. (Imlay et
al., 1988 ; Zastawny et al., 1998).
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Des adduits peuvent également se former soit avec des aldéhydes mutagénes genérés
au cours de la peroxydation lipidique ou bien avec les protéines présentes au niveau de I’ADN

comme les histones ou les enzymes de réplication. (Favier, 2003).

3.2. Protéines

Les protéines subissent des modifications au cours du stress oxydant comme la
fragmentation de la protéine, I’oxydation des chaines latérales des acides aminés et/ou la

formation de liaisons croisées entre deux protéines.

L’oxydation des acides aminés peuvent I’étre de fagon irréversible car I’attaque des
radicaux sur les fonctions thiols (SH) des cystéines conduit a la formation de ponts disulfures
(S-S) modifiant la structure de la protéine qui peut entrainer des modifications ou bien le perte

de fonction (Bonnefont- Rousselot et al., 2001).

3.3. Lipides membranaires
Les cibles des ROS sont principalement les acides gras polyinsaturés, en raison de la
présence de nombreuses doubles liaisons, comme I'acide linoléique ou I'acide
eicosapentenoique. Les réactions radicalaires sont a l'origine de la peroxydation lipidique qui

se traduit in vitro par le rancissement. (Halliwell et al., 1989).

L’attaque des phospholipides membranaires modifie la fluidit¢ de la membrane et
perturbe le fonctionnement des récepteurs et des transporteurs se trouvant a leur surface
(Holguin et al., 2010).

3.4. Lipoprotéines

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de LDL
oxydeées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages, ces derniers se
transforment petit a petit en cellules spumeuses car L’activité de ces récepteurs n’étant pas
régulée par la concentration intracellulaire en cholestérol (réle important dans les premiéres
étapes de I’athérosclérose) (Nakajima K et al., 2006). En outre, ces LDL oxydées sont
immunogeénes et les immuns complexes formés peuvent activer la voie classique du
complément et générer la sécrétion de cytokines pro inflammatoires par les macrophages
(Saad A et al., 2006).
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4. Deéfenses antioxydants

Un antioxydant est défini comme une substance qui est capable de ralentir ou
d’inhiber le phénoméne d’oxydation dans un produit naturellement oxydable a 1’air a faible
dose. Aussi globalement toutes les substances qui protegent les systemes biologiques contre
les effets déléteres potentiels des processus ou réactions qui engendrent une oxydation
excessive (Park et al., 2001).
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Figure 05 : Systemes biologiques de défenses anti-oxydantes. Les cellules contiennent un
spectre d’antioxydants chimiques et enzymatiques qui travaillent de concert pour minimiser les
réactions oxydatives dans la cellule (d’aprés Kehrer, 1993).

Antioxydants ont pour role d’inhibé 1’oxydation des substrats la plus parts des
enzymes sont des antioxydants primaires qui vont limiter la production des espéces réactives
d’oxygene (ERO) et les antioxydants secondaires qui peuvent étre des substances lipo-0Ou
hydrosoluble vont piéger les ERO sous une forme peu réactive (Zielinski and Portner,
2000).
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4.1. Systéme de défenses enzymatiques
4.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Superoxyde dismutase (Ec 1, 15, 1,1) est I'enzyme antioxydante la plus importante
dans la défense contre le stress oxydatif, est une metalloenzyme qui dismute I'anion

superoxyde en oxygene moléculaire et peroxyde d’hydrogéne. (Frank et al., 2004).

Il existe trois types de superoxyde dismutase présenté dans la (Figure 3) avec la réaction qui

décrit le mécanisme générale dismutase :

e la SOD contenant du cuivre et du zinc (Cu, ZnSOD), avec le cuivre
comme catalyseur actif.

¢ la SOD contenant du manganése (MnSOD).

e SOD contenant de fer (FeSOD).

Récemment, un nouveau superoxyde dismutase contenant du nickel, NiSOD, été
purifié a partir de plusieurs espéces de Streptomyce. (Wuerges et al., 2004) (Schafer and
Kardinah, 2003).

- —
2 H20; cell membrane

—

mitochondria

Figure 06 : Les trois types de SOD. (Frank et al.2004).
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Dans le cytosol et périplasm des procaryotes Cu / Zn* SOD sont trés répandues

(Steinman, H. M.1992). Aussi bien que chez les eucaryotes.(Getzoff et al., 1989).

Les types Fe et Mn sont principalement trouvés dans les procaryotes et les
mitochondries .Le mécanisme général de dismutation est décrit par la réaction. (Schafer and
Kardinah, 2003).

4.1.2. La catalase

C’est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde d'hydrogéne produit
dans les conditions physiologiques (Nancy, 2006). Catalase (Ec 1, 11, 1,6 ; H202
oxydoréductase) a une activité catalytique tres élevé estimé comme 200000/sec par site
catalyseur. Catalase (Ye-Shih et al., 2004).

2H,0, — 0, + 2H,0

C'est un tétramere dont chaque unité porte une molécule d’heme et une molécule de
NADPH. La fixation du NADPH sur la catalase augmente son efficacité et le protége contre
I'inactivation (Kirkman et al., 1999). Cette enzyme est présente dans les cellules de presque
tous les organismes vivants, c'est-a-dire les bactéries, les champignons, les plantes et les

animaux. (Vainshtein et al., 1985).
4.1.3. Glutathionne-S-transférase

Un systeme enzymatique multifactoriel présent chez tous les organismes (Renuka et
al., 2003). La glutathion-S-transférases (GST EC 2.5.1.18) une famille trés importante dans la
protection de la cellule contre les espéces réactives de I'oxygene, par sa capacité de conjuguer
le glutathion avec les composés électrophiles et la réduction des peroxydes (Zhihua et al.,
2004).

En plus de sa fonction de conjugaison du GSH et la réduction des peroxydes, GST est
associee avec d'autres processus biologiques, aussi quelques GST sont impliquées dans la
modulation des canaux ioniques (Dulhunty et al., 2001) d'autres sont incorporé dans la
synthese des eicosanoides, leukotrienes et les prostaglandines, (Bartling et al., 1993)
(Fernandez-Canon and Penalva, 1998).
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La réaction qui décrit le mécanisme générale est présentée comme suit :
GSH + R-X — GSR + HX

4.2. Systeme de défenses non enzymatiques

Contrairement aux antioxydants enzymatiques la plus parts de ces composants ne sont
pas synthétisés par 1’organisme donc apporté par I’alimentation parmi ces piégeurs des
especes réactives d’oxygeéne en citent les vitamines(E, C) Les caroténoides, cytochrome ¢, la

glutathion réduit (GSH).
4.2.1 La vitamine E

La vitamine E est un terme générique qui représente une famille des tocophérols (a, B,
d, v) nommeées sur la base du nombre et la position des groupements méthyles dans le cycle
chromanol (Palozza et al., 2008 ; Masaki, 2010). Se situe dans tous les membranes
cellulaires (Valk et Hornstra, 2000).

4.2.2. Vitamine C

C’est I’antioxydant hydrosolubles majeur qui se situe dans les fluides intra- et
extracellulaires, La vit C ou acide ascorbique peut directement réagir avec des especes
réactives de 1’oxygéne comme HOe ou O2 «. Elle peut recycler 1’a- tocophérol pour aider a

prévenir 1’oxydation des lipides (Vertuani et al., 2004).
4.2.3. Glutathion

Le glutathion est un tripeptide, dont les propriétés réductrices et nucléophiles jouent
un rble majeur dans la protection contre les altérations oxydantes des lipides, des protéines et
des acides nucléiques. En situation de stress oxydant, son rdole protecteur et détoxifiant réside
principalement dans sa fonction de co-substrat des glutathion peroxydases. Mais il fait aussi
I’objet d’’interactions synergiques avec d’autres composants du systtme de protection
antioxydante tels que la vit C, la vit E et les superoxydes dismutases (Gerard- Monnier and
Chaudiere, 1996).

4.2.4. Caroténoides

Sont des pigments naturellement synthétisé par les plantes les algues et certains types
de champignons et de bactérie (Masaki, 2010) mais les animaux et I’humain ne peuvent pas

syntheétiser les caroténoides de novo et dependent de l'apport alimentaire (Stahl et Sies,
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2005). Ce sont des antioxydants liposolubles (Fusco et al., 2007), leur activité antioxydante
est connue pour étre l'une des propriétés biologiques les plus importantes des caroténoides
(Polyakov et al., 2006), elle résulte de la capacité de la double liaison conjuguée a délocaliser
les électrons non appariés). Les caroténoides sont des éboueurs éminents de I'oxygene

singulet et des radicaux peroxyles (Deaton et Marlin, 2003).
4.2.5. Oligoéléments

Le cuivre (Cu) le zinc (Zn) le manganese (Mn) le sélénium (Se) le fer (Fe) sont des
métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydant
requirent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi le SOD mitochondrial a
besoin de manganése, le SOD cytosolique de Zn et de Cu la catalse de Fe et GPX de
sélénium. Cependant, certaine oligoéléments, notamment le Fe, lorsque ils sont en excés dans

I’organisme et sous forme réduit peuvent avoir une action pérooxydante. (Rahman, 2007).

5. Facteurs favorisant le stress oxydative :
Le stresse oxydative peut étre causée soit par des facteurs d’origine endogeéne par le
biais de différents mécanismes physiologiques dans 1’organisme, soit par des facteurs

d’origine exogene, provoques par plusieurs sources chimiques et physiques.

5.1. Origine endogéne

Une des plus grandes sources endogénes de production de radicaux libres (RL) est la
mitochondrie par l'intermédiaire de sa chaine respiratoire. Elle produirait en effet 90% des
ROS cellulaires (Cai et al., 2000). De plus, les peroxysomes, les microsomes ainsi que les
leucocytes tels les granulocytes (neutrophiles et éosinophiles) et les macrophages sont
d'importantes sources de production de RL (Zou et al, 2008; Valko et al., 2006). Aussi les
granulocytes et les macrophages, grandement impliqués dans le systéme immunitaire de par
leur r6le a éliminer certains antigénes, sont munis d'un systeme NADPH-oxydase capable de

produire des anions superoxyde (02--) (Finaud et al., 2006).

Le stress psychologique, I’inflammation (infection, maladies chroniques), le cancer,
I’ischémie-répercussion et la mort cellulaire sont aussi des facteurs endogénes (Molleret al.,
1996).
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5.2. Origine exogéne
Des facteurs exogénes liés a I'environnement ou au mode de vie sont également a
l'origine d'une augmentation du stress oxydant dans l'organisme par 1’accumulation de

radicaux libre. Permi ces facteurs on trouve :

e Une alimentation raffinée, riche en graisses saturées et en sucre, consommation
d’alcool ou bien une alimentation déséquilibrée (carences en vitamines et
oligo-éléments) (Mena et al., 2009).

e Les métaux lourds ont la capacité de générer des especes radicalaires actives,
provoquant des dommages cellulaires importants en diminuant les activités
enzymatiques et en lésant la bicouche lipidique et les molécules d’ADN
(Flora et al., 2008).

e L'exposition prolongée au les rayonnements UV champs électriques, polluants
industriels (Chen et al., 2012).

Des résidus de la fumée de cigarette, 1’alcool ou méme certains médicaments sont une
source importante de radicaux libres par oxydation des composés au niveau du cytochrome
P450 (Favier, 2003).
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1. Matériel végétal
1.1. Reécolte
Les échantillons ont été récoltés au courant du mois de mars 2018. La collecte a été
effectuée au niveau de la plage d’Ouled Bounar, Willaya de Djijel a une profondeur entre 20

et 50 m environ.

% CNOSTE Hétel Jijel
Rocherﬁnsé'\/\ q'!(;,f,‘" 1_‘\‘: ‘J.‘,',", {/F J\@
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Figure 07: Situation géographique de site de Figure 08: La plage d'Ouled Bounar Jijel
la plage (Google Earth, 2018). (Photo original).

1.2.  Place dans la systématique

L’identification des deux espéces est effectuée au département de biologie marine de
I’Université BADJI Mokhtar Annaba.

1.2.1. Algue verte

L’algue verte correspond a I’espéce ulva lactuca. « Laitue de mer » est une algue verte
qui ressemble a de la salade. Ses frondes vertes, translucides sont trés résistantes et de
dimensions tres variables, se rencontre quasiment partout sur la planéte entre les deux cercles
polaires, elle s’accroche aux cailloux et aux rochers ou tout autre support, cette espece est

I'nolotype du genre Ulva sp. Figure 09 et figure 10.

Figure 09 : Site de récolte (Photo). Figure 10 : L’Ulva lactuca (original).
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Le thalle d'Ulva lactuca mesure jusqu'a 10 cm d'envergure, aplati et entier,
membraneux et irréguliérement perforé, il est fixé par un petit crampon discoide. Une lame
bistromatique posséde des cellules de 20 a 23 um de long et 20- 21 pum de haut,
subrectangulaire et jointif, pourvues d'un chloroplaste unique pariétal.

La bordure est un peu ébouriffée et souvent déchirée. Un thalle de la laitue de mer peut
atteindre 18 centimetres de longueur ou plus, mais généralement beaucoup moins, et jusqu'a

30 centimétres de diamétre en tout. (Hayward P.J., et al 1998)

Tableau 08: Classification d'Ulva Lactuca. (Weinberg S., 1996)

Classification et taxonomie d’U. lactuca

Classe Ulvophyceae
Ordre Ulvales
Famille Ulvaceae
Genre Ulva

Espece Lactuca
Rang Espece

1.2.2. Algue brune

L’algue brune correspond a 1’espece Sargassum vulgare sp, la sargasse est fixée par un
disque basal et porte des vésicules aériferes pédicellées. La fronde présente une morphologie

complexe rappelant celle des végétaux supérieurs. Figure 11.

Algue qui se développe dans I'horizon supérieur de I'étage infralittoral en mode semi
battu des cbtes rocheuses méditerranéennes et atlantiques frangaises souvent a l'abri d'un
surplomb Espéce voisine : Sargassum muticum. (Mattio et al. 2013).

La Sargassum vulgare comporte un ou plusieurs axes principaux d'ou partent des
rameaux primaires et secondaires. Sur ces rameaux, on observe des organes foliacés
présentant parfois une pseudo-nervure, des réceptacles cylindriques taillés en pointe et
pédicellés, des aérocystes, vésicules pédicellées et sphériques situées en position laterale
(CRITCHLEY, 1983).
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Figure 11 : Sargassum vulgare sp (Photo original).

Thalle court, brun jaunatre, a nombreux rameaux, fixé par un disque basal. Les
rameaux primaires pouvant dépasser les 50 cm de longueur, portent des rameaux secondaires
plus courts, diamétralement opposés de part et d'autre de I'axe, dans le méme plan. (LE
ROUX 1983).

Tableau 09: Classification de la Sargassum vulgare sp selon AlgaeBase.

Classification et taxonomie d’U. lactuca

Classe Phéophyceées ou Fucophycées
Ordre Fucales

Famille Sargassacées

Genre Sargassum

Espéece vulgare C. Agardh, 1821
Régne Chromista

2. Réactifs

Les solvants organiques utilisés dans les différents compartiments de cette étude sont
de grade analytique. Le méthanol et le chloroforme ont été fournis par Sigma- Aldrich. Les

différents acides sont : I’acide gallique de Sigma 1’acide phosphorique de biochem.

Les réactifs chimiques sont : le Folin-Ciocalteu (FCR) par Biochem, Carbonate de
sodium (Na2C03), Chlorure de Sodium (NaCl) de Sigma, (S1) (CH3COOK)

D’autres produits chimiques utilisés : la quercétine, Phosphate de sodium (Na3PO4),

molybdate d’ammonium ((NH4)6MO7024), le BHA de Sigma-Aldrich.
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3. Traitement des echantillons

Apreés la récolte, les algues ont été rincées directement a I'eau de mer et déposees dans
des seaux remplies d’eau de mer, puis elles sont transportées au laboratoire. A ce niveau, les
deux especes d’algues sont lavés plusieurs fois a I’eau de robinet afin d’éliminer 1’exces de
sel, les grains de sable et autres particules étrangeres, puis séché a I’air libre et a 1’abri de la
lumiere et de I’humidité pendant trois semaines. Une fois séchée, la matiére algale a été
broyée en poudre a I’aide d’un broyeur électrique, et conservé jusqu’a utilisation. Figure 12

et Figure 13.

Figure 13 : Les étapes de préparation de d’algue verte (Photo originale).

3.1. Préparation des extraits

» Une quantité de 20 gramme de la poudre algale pour les algues vertes et 40 gramme pour les
algues brunes est macérée avec le méthanol & température ambiante pendant 24h sous
agitation pour but d’extraire le maximum des composés. Apres filtration 1’extrait obtenu est

évaporé a sec sous pression réduite a 40°C pour donner 1’extrait méthanolique. Figure 14
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Figure 14 : Evaporateur rotatif de type BUCHI R-210 (Photo originale).

» Une deuxiéme extraction avec le chloroforme a été préparée a partir de la méme poudre a
température ambiante pendant 24 h pour obtenir 1’extrait chloroformique.

» L'extrait aqueux a été obtenu par infusion de 20 g de broyat d’algue pour I’algue verte et 40 g
pour I’algue brune dans 500 ml d'eau distillée pendant 24h sous agitation a température
ambiante et a I’abri de la lumiére. Le mélange est d’abord filtré sur papier Wattman (n°3). Des
aliquotes du filtrat sont placées dans une étuve a 40 °C pendant 24 h pour séchage.

Les extraits sec sont conservé au réfrigérateur a 4°C jusqu’a ’utilisation. Figure 15

Poudre algale

20 g Algue verte 40 g alques brune

/\

Macération a froid dans (méthanol) 6: 1 (v / p), }

Macération dans
(24 h)

500 ml bi distillée, (24h) 1

Filtration L’extrait

X Filtration sur papier Wattman ) i
méthanolique

(n°3). ¥ Concentration (rotavape)

! }

Macération a froid dans (chloroforme) 6: 1 (v /p),

Séchage dans une étuve a 40 °C

pendant 24 h (24 h)
¥ Filtration Dextrait
L’extrait aqueux ¥ Concentration (rotavape) o

chloroformique

Figure 15 : Protocole d'extraction de I'extrait d’algues brut.
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3.2. Calcul des rendements des extraits secs

La détermination du rendement de I'extrait sec est réalisée en appliquant la formule
suivante (Afnor, 1986)

R(%) = (P1-P2/P3) x 100
P1: poids du ballon aprés évaporation

P2: poids du ballon avant évaporation

P3: poids de la matiere seche algale

4. Dosage des phénols totaux et flavonoides

4.1. Dosage des composés phénoliques totaux
Le dosage des phénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a été décrit

selon (Singleton et Rossi, 1965).

4.1.1. Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (HsPW,04) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo01,04). Il est réduit, lors de
I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleu de tungstene et de molybdéne (Ribéreau, 1968).
Dont l'absorption maximale a environ 760-765 nm est proportionnelle & la quantité de polyphénols

présente dans les extraits végétaux (Boizot et al, 2006)

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique a partir d’une solution mére (mg/ml), est

exprimée en pug d’équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (WgEqQAG/mg d’extrait).

4.1.2. Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique

On prend 0,5 mg de 'acide gallique et on le dissolve dans 5 ml de Méthanol pour
obtenir la solution S1 (0,2mg/ml). Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs

comme la suite (tableau 10).
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Tableau 10 : Préparation de la gamme d’étalonnage de 1'acide gallique.

Concentrions pg/mi

Solution mere (ul) Eau distillée (ul) Volume total (pl)

200
175
150
125
100
75
50
25

200
175
150
125
100
75
50
25

- 200
25 200
50 200
75 200
100 200
125 200
150 200
175 200

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la

gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique Figure 16 est exprimée en ug d’équivalent

d’acide gallique par mg d’extrait (LgEqAG/mg d’extrait).

0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

Absorbance nm

y = 0,0034x + 0,1044
i R? = 0,9972
0 50 100 150 200 250

Concentration pg/ml

Figure 16 : La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

4.1.3. Préparation des extraits
Une quantité de 1 milligramme de chaque extrait méthanolique et chloroformique ont

été dissoutes dans 01 ml du méthanol, par contre 1’extrait aqueux dans un 01 ml d’eau bi

distillée.

4.1.4. Procédure

Un volume de 20ul de chaque dilution de I’acide gallique et les extraits a eté transfére

dans une microplaque de 96 puits, suivis de 1’addition de 100ul du réactif de Folin-Ciocalteu,
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75pl de Na,COs (7,5%). Apres 2 heures d’incubation a I’obscurité et a température ambiante.
L’absorbance a été déterminée a 765nm a ’aide d’un spectrophotometre UV-VIS. Perkin

almer comparé a un blanc de méthanol.

4.2.  Dosage des flavonoides
4.2.1. Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. (Ribéreau Gayon et al., 1972). Les complexes produits sont de couleur jaune

absorbent dans le visible a 420 nm.

La teneur en flavonoides est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme
d’étalonnage établie avec la quercitrine de a partir d’une solution mére (0.2mg/ml), et est
exprimée en pg d’équivalent de quercétine par mg d’extrait (ugEQ/mg). L’absorbance est

mesurée a 430 nm.

4.2.2. Préparation de la gamme d’étalon de la quercétine
On prend 1 mg de la quercétine et on dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la

solution mere de 0,2mg/ml. Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme la suite :

Tableau 11 : Le protocole de dilution pour la préparation de la quercétine.

Concentration Solution mere Méthanol Volume
Ho/mi (M) (u) total (ul)
25 25 175 200

50 50 150 200

75 75 125 200

100 100 100 200

125 125 75 200

150 150 50 200

175 175 25 200

200 200 - 200
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La teneur en flavonoides est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme
d’étalonnage établie avec la quércétine Figure 17, et est exprimée en pg d’équivalent de

quercétine ne par mg d’extrait (L gEQ/mg).

16 -
1,4 -
1,2 - y = 0,0083x + 0,0475
R?=0,9777

0,8 -
0,6 -

Absorbance nm

0,2 -
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250
concentration pg/ml

Figure 17 : la courbe d'étalonnage de la quercetine.

4.2.3. Préparation des extraits
Une quantité de 1 milligramme d’extrait méthanolique, chloroformique a été dissoutes

dans 1 ml du méthanol, et I’extrait aqueux dans 1 ml d’eau bidistillée.

Les tests des extraits sont pratiqués en triplicate.

4.2.4. Procédure
Un volume de 50 pl de chaque dilution de la quercétine et des extraits a été transférés

dans une microplaque de 96 puits + 130 ul méthanol 10 pl (S;) (CH3COOK) + 10 pl
(AI(NO3)2, 9H20) L’absorbance est mesurée a 415 nm, aprés incubation a température

ambiante pendant 40 min.

5. Evaluation de I’activité antioxydante

L’¢tude de ’activité antioxydante est testée selon deux méthodes : piégeage des radicaux libres

a I’aide du ABTS, La réduction du complexe cuivre-neocuproéne (méthode CUPRAC).
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a. Préparation des échantillons

Une quantité de 4 milligramme des extraits et des standards (BHT, BHA), ont été
dissouts dans 1 ml du méthanol (Solution mere de 4000 ppm), c’est a partir de cette dernicre
qu’une série de dilution de 1/2 a été préparé. Le tableau 12 présente la série de dilution

préparée pour les extraits et les standards.

Tous les extraits ainsi que les standards ont été préparé de la méme maniére pour tous les tests

antioxydants.

Tableau 12 : Le protocole de dilution pour les extraits et les standards.

Dilution 1/1 Y% Ya 1/8 1/16 1/32 1/64
Concentration

de lasolution 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.0625
mg/mi

b. Les antioxydants standards

Les résultats sont portés par rapport a des antioxydants synthétiques tels que la BHA
(Butyl- Hydroxy-Anisol) et le BHT (butyl-hydroxy-toluene).

OH OH
ccH,), (CH),C C(CH,),

OCH, CH,

Figurel8 : La structure de la BHA.

> BHA

Hydroxyanisole butylé (BHA), un antioxydant qui existe a température ambiante sous
la forme d'un solide cireux blanc ou légérement jaune avec une faible odeur caractéristique.
(IARC 1986). Il est un conservateur utilisé comme additif alimentaire ainsi que dans les
produits d'hygiéne. C’est peut-&tre I’antioxydant synthétique le plus utilisé dans I’industrie

alimentaire (D'apres allallergy.net). Trés efficace pour éviter I'oxydation des graisses et
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huiles, surtout celles d'origine animale, il est cependant suspecté d'étre cancerogéne,

reprotoxique et perturbateur endocrinien (UFC Que Choisir, juin 2017).

Le BHA est insoluble dans I'eau, mais il est soluble dans les graisses, les huiles, le

propyléneglycol, I'éther de pétrole, le chloroforme et lI'alcool a 50%. (ChemIDplus 2009).

> BHT
Butyl Hydroxy Toluene (ou 2.6 Di-tert.-butyl-4-methyl-phenol) un antioxydant de
qualité alimentaire, cosmétique et pharmaceutique. Poudre cristalline blanche, avec légére
odeur spécifique. Il résiste aux fortes tempeératures qui peuvent étre atteintes lors de la
fabrication du produit, contrairement & certains antioxydants comme la vitamine E.
(Thompson et Trush, 1986).

Empéche le rancissement dans aliments contenant des graisses par terminaison des
réactions en chaine impliquant des radicaux libres qui sont responsables de la dégradation
oxydative des graisses. Peut-étre ajouté seul ou en combinaison avec gallates, BHA. (Babu
and Wu 2008)

5.1. Dosage de I’activité antiradicalaire par le test ABTS ™

5.1.1. Principe du test

ABTS ou acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un cation
radicalaire libre et stable trés utilisé pour 1’évaluation du pouvoir antioxydant des fluides
biologiques, des mélanges complexes ou bien des composés purs. (Rice-Evans et Miller,
1994 ; Rice-Evans et al 1995).

L’ABTS formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour donner une

solution colorée en vert-bleu (Re et al, 1999) (Figure 19).

La réaction est suivie spectrophotométriquement selon la variation de spectre
d'absorption a 734 nm, les résultats enregistrés ont permis de calculer le taux d’inhibition des

différents extraits. (JIRI et a.l, 2010).
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+ antioxydant
SOy N={ :@’ . S04 N—<
: [ >’_N \G[ )—N
CoHs
CoHs

- K;8 CzH—

Figure 19 : La réaction chimique de I’ABTS. (adapter par Pannala et al. en 2011)

5.1.2. Préparation de la solution d’ABTS

Le radical ABTSe+ est produit par ’oxydation de I’ABTS (7 mM), par le persulfate de
potassium (2,4 mM). Ces deux solutions ont été mélangées et conservées 16 heures a
I’obscurité et a température ambiante. Le mélange obtenu a été dilué avec le méthanol afin de

parvenir a une absorbance de 0,7+ 0.02 a 734 nm.

5.1.3. Procédure
Un volume de 160 pl de la solution de ’ABTS a été ajouté a 40 pl de la solution

d’extrait dissout dans le méthanol a différentes concentrations, Apres incubation 10 minutes a
température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 734 nm. Les tests sont

pratiques en triplicata.

Le pourcentage de ’activité anti radicalaire de I’ABTS a été calculé comme sulit :

% d'inhibition = 252100

A extrait

5.2. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)
5.2.1. Principe du teste

Cette méthode a été développée par Apak et al en 2004. Le Test de la capacité
antioxydante par réduction de cuivre CUPRAC (cuivrique Réduire Antioxidant Capacity) est
une methode de mesure du potentiel antioxydant utilisee pour une grande variété de
polyphénols, y compris les acides phénoliques, les acides hydroxy cinnamiques, flavonoides,
les caroténoides, les anthocyanines, ainsi que pour des thiols et les antioxydants synthétiques,
les vitamines C et E (Ozytirek et al, 2011).
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Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles phénoliques en
quinones & travers la réduction du complexe Cu**-Nc, produisant ainsi un complexe

chromogeéne de Cu*?-Nc qui absorbe & 450 nm.

2% +

Antioxidant Reduces
Cu(l1) to Cu(l)

-

Cu(Il)Nc Cu(l)Nc

Figure 20 : Réduction du complexe chromogéne de Cu**-Nc.

Le protocole de dilution des extraits et du standard (BHA) et celui utilisé pour

P’activité ABTS.
5.2.2. Procédure

Dans une plaque de 96 puits, 40 uL de I’extrait ont été ajoutés a 60 pulL de tampon
acétate d’ammonium (1M, PH=7), 50 uL de Néocuproine (7,5 mM) et 50 uL de CuCl, (10
mM).

Le mélange est incubé durant une heure du temps, 1’absorbance a été enregistrée a 450
nm, a 1’aide d’un lecteur de microplaque. Les résultats de 1’activité antioxydant ont été

calculés a titre de A0.5 (png/ mL).

6. Analyses statistiques

Les résultats de tous les tests sont exprimés en moyennes £ SD d'analyses en trois
essais. Les valeurs de CI50 sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la

courbe [% inhibition = f (concentrations)].
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Chapitre 4 Résultats et discussions

1. Rendement des extraits

Apres extraction et récupération des extraits, leur rendement a été déterminé par rapport a
20 g pour l’algue verte et 40 g pour I’algue brune de maticre végétale sec exprimé en

pourcentage. Le tableau 13 résume le rendement et les caractéristiques des différents extraits

récupéres.
Tableau 13: tableau de rendement de différents extrais.
Algue Extrait Aspect Couleur Masse Rendement
Verte Chloroforme  Huileux Vert claire 1.20g 6
Agueux Aqueux Vert 1.30 6.5
Méthanol Huileux Vert claire 0.78 3.9
Brune Chloroforme  Huileux Marron foncé 2.50 5.75
Méthanol Huileux marron 1.78 4.45
Agueux Aqueux Marron 2.65 6.625

Dans cette étude, une valeur en rendement sec probablement plus élevée aurait pu étre
obtenue a partir de la méme espéce d’algue étudiée mais prélevée en période hivernale. Ceci
est confirmé par I’étude de (Ghezzen, 2014) qui a constaté apres un suivi de 1’évolution du
rendement en extrait brut durant une année une diminution significativement plus faible en
rendements bruts entre Janvier (11,235 %) et Avril (5,696 %) pour une méme espéce d’algue

rouge Cystoseira stricta.

Selon Michel et al. (2012), le rendement des extractions par des solvants de polarité
croissante dépend de la nature du solvant utilisé et des propriétés chimiques des molécules a
extraire. De méme, la méthode d’extraction (macération, décoction, infusion) joue également
un réle important dans la détermination du rendement ainsi que la composition chimique des

extraits préparés (Tefiani, 2015).

2. Phénols totaux

D’apres les résultats et les observations obtenus, nous remarquons que la teneur en
phenols totaux dépend de la variété du systéme de solvants d’extraction et du type

d'extraction. Figure 21 et figure 22.
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Figure 21 : Microplaque de dosage phénolique.

En effet, indépendamment du systeme de solvants les résultats ont montrées que les
extraits d’algue brune Sargassum vulgare (Figure 22), sont plus riche en phénols totaux et qui
ont été obtenus avec une concentration décroissante et respectivement par macération de
chloroforme 158,750 HgEQQG/mg, aqueux 139,05 pgEqQG/mg et de méthanol 10.52
MgEQQG/mg, alors que les extraits d’algue verte Ulva lactuca (Figure 23), avec le méme
systeme solvant, renferment moins de phénols dans les extraits suivant chloroforme 38.47
MOEQQG/mg, méthanol 52.67 ngEqQG/mg et aqueux 9,47 HgEqQG/mg (Tableau 14).

Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car 1’utilisation
de différentes méthodes d’extraction, réduisent les possibilités de comparaison entre les

études (Trabelsi et al., 2010).

Nos résulte ne sont pas d’accord avec 1’étude d’Abdille et al., (2005), qui indique que
les extraits algale méthanoliques sont les plus riches en composés phénoliques.

La rhodophycée Gelidium sesquipedale renferme une quantité importante de
polyphénols qui est de I’ordre de 8,71 mg + 6,1 EAG / g de broyat (Yassir. Benguedoar. et
al., 2013).

Les terpénoides phénoliques ont également été caractérisés chez les macroalgues
brunes et rouges. Les algues brunes contiennent des méroditerpénoides (plastoquinones,
chromanols, chromeénes) trouvés presque exclusivement dans les Sargassaceae (Reddy &
Urban., 2009).
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Tableau 14 : résultats de dosage de phénols totaux.

Extraits Chloroforme Aqueux Méthanol
MgEqAG/mg MgEqAG/mg MgEqAG/mg
Ulva Lactuca 38,47 9,47 52,67
Sargassum vulgare 158,750 139,050 10.520
180,000
158,750
160,000 139,050

140,000
120,000
100,000
80,000
60,000
40,000
20,000

MgEqAG/mg

0,000

Chloroforme

Aqueux Méthanol

Les extraits

Figure 22 : La teneur des phénols totaux dans 1’algue brune Sargassum vulgare.
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Figure 23 : La teneur des phénols totaux d’algue verte Ulva Lactuca.
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3. Flavonoides totaux

Figure 24 : Schéma de microplaque de dosage des flavonoides .

La teneur en flavonoides enregistrée dans nos étude rapporté que 1’espéce Ulva
lactuca (Figure 25) contiennent des teneurs variant entre (40.46 comme valeur maximal pour
I’extrait de chloroforme et une valeur minimal de 4.39 pg EQ/mg pour I’extrait de méthanol),
I’espéce Sargaaaum vulgare (Figure 26) a des teneurs variant entre (8.85 pour [’extrait
méthanolique et 3.99 pg EQ/mg pour I’extrait aqueux ). Tableau 15 .

Il existe peu de travaux sur le contenu en flavonoides dans les algues marines
(Meenakshi and Gnanambigai, 2009; Sava and Sirbu, 2010; Zeng et al., 2001) mais, il est
il existe de nombreuses études sur les flavonoides provenant de plantes terrestres, mais les
informations sur la teneur en flavonoides des algues sont rares. Une étude récente sur la
distribution des flavonoides chez 27 especes d'algues marines (6 Chlorophyta, 11 Phaeophyta
et 10 Rhodophyta) a montré qu'elles avaient une composition flavonoide totalement différente
des fruits et légumes (Yoshie-Stark et al., 2003). D'autres études ont signalé que les
macroalgues sont riches en cathéchines, de flavonols. (Heo et al., 2005). Contrairement aux
plantes terrestres, les anthocyanes et les flavones n'‘ont pas été trouvés dans les algues
(Stengel et al., 2011).

Tableau 15 : résultats de dosage des flavonoides.

Extraits Chloroforme Agueux Méthanol
MIEQ/mg MIEQ/mg MYEQ/mg

Ulva Lactuca 40.46 5.36 4.39

Sargassum (vulgare) 5.6 3.99 8.85
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40,46

4,39

Chloroforme Agqueux Méthanol

Les extaits

Figure 25 : La teneur en flavonoides totaux d’algue verte Ulva Lactuca.
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Figure 26 : La teneur en flavonoides totaux d’algue brune Sargassum vulgare.

4. Evaluation de I’activité antioxydante
Des nombreuses méthodes sont utilisées pour I'évaluation de Il'activité antioxydante des
composés purs ou des extrais. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou
décoloration d'un réactif dans le milieu réactionnel (Neghraoui, 2012).

L’étude de D’activité antioxydante des extraits des deux algues est testée selon deux
méthodes : piégeage des radicaux libres par le test ABTS, La réduction du complexe cuivre-
neocuproéne (méthode CUPRAC).
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4.1. Activité antiradicalaire par le test ABTS

L’activité antiradicalaire des extraits est également étudiée en utilisant le teste ABTS.
Ce dernier réagit avec le persulfate de potassium pour donner le radical ABTS". La génération
du radical avant 1’ajout des extraits est nécessaire afin d’éviter I’interférence des composés
dans la formation du radical ce qui conduit a une surestimation de la capacité antioxydante
.(Katalinic et al., 2006).

L’ajout de I’extrait ou du BHA entraine une décoloration de la solution indiquant ainsi

I’existence d’une activité antioxydante des échantillons. Figure 27.

VxusupA  8smiotoroldd | 8lonsrisM

Figure 27: La microplaque de test d'activité antiradicalaire ABTS.

4.1.1. Algue verte Ulva lactuca
Le taux d’inhibition de ’ABTS est calculé en fonction des différentes concentrations des

extraits issues a partir d’algue verte représenté par la Figure 28.
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Figure 28 : Taux d’inhibition de I’ABTS par différents extraits d’algue verte Ulva

lactuca.

La valeur de I’'IC50 exprimée en pg/ml a été déterminée a partir de la droite de régression

de pourcentage d’inhibition en fonction concentration pour chaque échantillon Figure 29.
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Figure 29 : IC50 de I’algue verte 1’Ulva lactuca.

IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé (Une valeur plus faible
de I'IC50 indique une activité¢ antioxydante plus élevée), car il exprime la quantité

d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. (Kamal., 2015).
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Parmi les extraits testés, nos résultats révélé que 1’extrait aqueux est le plus actif avec une
valeur d’IC50 de I’ordre de 17.77ug/ml, suivi par les extaits méthanolique et chloroformique

avec une valeur d’IC50 plus proche de 67.07pg/ml et 70.34pg/ml respectivement.

L’activité antiradicalaire de I’extrait aqueux des algues vertes est 4 fois plus importante
que celle de chloroforme et méthanol. Ceci est due peut étre a la méthode d’extraction et aussi

a la structure histologique de chaque espéces d’algues (membrane moins rigide).
Cette activité est inferieur que celle de la BHA qui présente une IC50 égale a 1.81pug/ml.

4.1.2. L’algue brune Sargassum vulgare
Le taux d’inhibition est calculé en fonction des concentrations de chaque échantillon testé.
Les résultats obtenus a partir des valeurs expérimentales nous permettent (Figure30), ainsi de

calculer les valeurs de I’IC50 des différents extraits. Figure 31.

Schéma de la plaque de I’ABTS algue brune Sargassum vulgare
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Figure 30: Taux d’inhibition de I’ABTS par différents extraits d’algue brune Sargassum

vulgare.

Le taux d’inhibition est comparé avec le BHA des extraits aqueux est de 14.43% pour la
concentration minimale (12,5 ug/ml) et un taux de 99.55% pour la concentration maximale
800ug/ml. La valeurd’IC50 (55.87 ug/ml), a marqué une activité plus importante que celle

d’extrait méthanolique et chloroformique et moins actif que le BHA 1.81pg/ml.
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Figure 31: IC50 algue brune Sargassum vulgare.

Ces résultats ont montré nettement la richesse de nos échantillons testés en substances

polyphénolique qui possédent bien une propriété antioxydante intéressante.

Selon (Prior et al.,2005), il n’y a pas une méthode simple et universelle par laquelle
I’activité antioxydante est évaluée qualitativement et quantitativement. La combinaison de
plusieurs méthodes est nécessaire pour réaliser cette évaluation. Les flavonoides sont connus
par leur capacité a induire la réaction de Fenton et limiter ainsi la production des EOR
(Engelmann, 2005). Les résultats variables des activités antioxydantes des flavonoides
seraient dus a leur structure et la présence des groupements hydroxyles (Sharififar et
al.,2008).

Les antioxydants issus des plantes sont plus efficaces que les antioxydants synthétiques :
ils n’induisent pas d’effets secondaires alors que les antioxydants synthétiques sont

génotoxiques (Rohman et al., 2010).

En conclusion, quantitativement et qualitativement, les algues vertes et brunes constituent
une source substantielle d’antioxydants sachant que les brunes sont particuliérement riches en
les caroténoides, les polyphénols et flavonoides. Un grand nombre d’études a démontré cette

richesse et les propriétés antiradicalaires. (Nakamura T, et al., 1996).
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4.2. Activité anti radicalaire évaluée par la réduction des ions de cuivre
CUPRAC

Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles phénoliques en quinones

a travers la réduction du complexe Cu,*- Nc, produisant ainsi un complexe chromogéne de
Cu’-Nc qu’est absorbé a 450 nm.

“ +

4 A ~‘ ) . v b b 3 W
= X0 Nt
o g R SR . 3 »
ChloroformeV § ChloroformeB MéthanolB

Figure 32: La microplaque de test CUPRAC.

Les valeurs IC50 sont déterminées a partir de la courbe d’absorbance en fonction de la
concentration.

4.2.1. Algue verte Ulva lactuca
Afin d’étudie I’activité antiradicalaire dans 1’espéce algale Ulva lactuca, nous avons

exprimé nos résultats par une courbe d’absorbance en fonction de la concentration de standard
et des extraits étudiées. Figure 33.
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Figure 33: Taux d'inhibition de l'activité réductrice des ions de cuivre d’algue verte Ulva

lactuca.

A partir de la figure 33 on peut déduire que le BHT présente une activité réductrice
maximale de cuivre 3.38 % pour une concentration de 800 pg/ml, par contre 1’extrait
chloroformique a montré une capacité de réduction de cuivre remarquable a 0,810 % par

apporte a celle du méthanol et du I’extrait aqueux qui sont comparable 0,686 % 0,50 %.

Les valeurs d’IC50 qui sont inversement proportionnelles a 1’activité antioxydante

concordent avec les résultats observés dans la Figure 34.

L’extrait chloroformique semble plus actif que I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux
avec des valeurs d’IC50 qui passent de 336.91 pg/ml, 540.76 pg/ml et pg/ml 776

respectivement.
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Figure 34 : IC50 algue verte Ulva lactuca.
4.2.2. Algue brune Sargassum vulgare

Les schémas présentés par les courbes d’absorbance en fonction de la concentration
de standard Figure 35, et des extraits étudiées reflétent des résultats d’IC50 et traduites sous

forme d’histogramme Figure 36.
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Figure 35: Taux d'inhibition de l'activité réductrice des ions de cuivre d’algue brune

Sargassum vulgare.
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Nous avons enregistré presque les méme taux d’inhibition pour les deux extraits :
chloroformique 1.93 pg/ml et aqueux 1.38 ug/ml et respectivement, et une valeur de 0.87

ug/ml pour I’extrait méthanolique.
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Figure 36 : IC50 d'algue brune Sargassum vulgare.

Les valeurs d’IC50 obtenue pour 1’algue brune Sargassum vulgare sont variées d’un
extrait a ’autre : ’extraits chloroformique a 83.22 pg/ml, I’extrait aqueux a 233.98 pg/ml et

I’extrais méthanolique a 324.89ug/ml.

De nombreux chercheurs soutiennent 1’hypothése d’une éventuelle relation entre
I’activité antioxydante et les composés phénoliques, décrivant ainsi les rapports probables
quantité/activité et structure/activité entre eux (Djeridane et al., 2006 ; Balasundram et al.,
2006 ; Cho et al., 2007 ; Hayouni et al., 2007). Es-Safi et al., (2007), ont montré au cours de
leurs travaux effectués sur 1I’évaluation de I’activité antioxydante de quelques composés isolés
de Globularia alypum L. I’existence d’une relation entre le pouvoir antioxydant et la structure
des composés phénoliques (position des groupements hydroxyles, degré d’hydroxylation du

noyau aromatique et glycosylation de la molécule ).

En conclusion, le pouvoir chélateur du cuivre augmente avec la concentration de
I’échantillon aussi bien que chez 1’algue brune Sargassum vulgare, que chez 1’algue verte

Ulva lactuca. Ce qui expligue la richesse en phénols et en flavonoides totaux.
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Conclusion

Les algues marines forment une source intéressante de substances biologiquement

actives, telles que les composés phenoliques, les flavonoides, les caroténoides et les

polysaccharides, qui possédent plusieurs activités biologiques.

Cette contribution a pour but de réaliser une étude phytochimique de I'algue verte Ulva

lactuca et I’algue brune Sargassum vulgare, récoltées au niveau de la plage d’Oulad Bounar

de la Wilaya de Jijel pendant le mois du mars 2018.

Ce travail a été consacreé a la quantification des composés phénoliques (phénols totaux,

flavonoides), ainsi 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits (Aqueux, méthanolique
et chlorofromique ) par deux tests I’ABTS et CUPRAC.

Les résultats obtenus de cette étude nous ont permis de conclure que :

>

Le rendement le plus élevé est celui de 1’algue brune Sargassum vulgare avec
un pourcentage de 6.62%, et celle de 1’algue brune et de 6.5% de 1’algue verte
I’Ulva lactuca.

La quantification par des méthodes spéctrophotométriques révéle une teneur
élevée en phénols totaux dans I'extrait de I’ordre 158 ,750 ugEAG/mg d’algue
brune Sargassum vulgare par rapport a I’algue verte Ulva lactuca de
52,6 7ugEAG/mg.

Le dosage des flavonoides a montré un fort teneur pour 1’Ulva lactuca a
40.46pgEAG/mg et un faible teneur pour Sargassum vulgare a
8.85UgEAG/mg.

La meilleure activité du piégeage de radical ABTS a été obtenue dans 1’algue
I’Ulva lactuca de I’ordre de 100%, avec une valeur d’IC50 de 17,77pg/ml, et
chez I’algue brune elle est de 1’ordre de 90%, et un’IC50 de 55.87 pg/ml.

Un faible pouvoir de réduction des complexes cuivre-neocuoproéne
(CUPRAC) a été obtenu chez les deux algues : Sargassum vulgare avec une
faible valeur d’IC50 a 83,22ug/ml et chez 1’Ulva lactuca avec une valeur
d’IC50 de 366.91pg/ml.



A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre I'éventail des tests
antioxydants in vitro et in vivo, d’étudier d’autres activités biologiques a savoir les propriétés
antimicrobiennes, anti-inflammatoire et antivirale et de caractériser les composés actifs dans
les différents extraits testés de cette algue en vue d’identifier les molécules responsables de

ces activités.
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Résumé

Résumé

L’objectif de cette étude est de quantifier les teneurs des composés phénoliques et les
flavonoides de différents extraits du de types d’algues brune et verte récoltée du littoral Est-
Algérien (Ouled Bounar Jijel) : extrait aqueux, meéthanolique et chlorformique ainsi que
I’évaluation de [D’activité¢ antiradicalaire de ces extraits par deux méthodes I’ABTS et

CUPRAC.
Les résultats obtenus ont montré que :

» Le meilleur rendement est celui de ’espéce Sargassum vulgare retenue a partir
de I’extrait aqueux (6.625+4.45 %).

> Les teneurs en phénols totaux de 1’algue brune Sargassum vulgare sont les
meilleurs (158 ,750+£10.520 ugEgAG/mgQ).

» L’Ulva lactuca est I’algue la plus riche en flavonoides de I’ordre de
(40.46%4,39 pgEQ/mMQ).

» Le pouvoir anti radicalaire le plus remarquable dans notre étude évalué par le
teste ABTS est celui de 1’algue verte Ulva lactuca avec un IC50 de I’ordre de
(17.77£70.34pg/ml), et une Activité antioxydante testé par la réduction du
complexe cuivre-neocuproéne (méthode CUPRAC) pour [I’algue brune
Sargassum vulgare avec un IC50 de I’orde de (83.22 £324.89ug/ml).

Ce pouvoir antioxydant peut étre d0 a la présence de polyphénols et de flavonoides
dans les deux espéces, ce qui incite 1’étude in vivo de I’effet des extraits de ces algues sur le

stress oxydatif.

Mots clés : algue brune, algue verte, activité antiradicalaire, polyphénols, flavonoides.
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Résumé

Abstract

The objective of this study is to quantify the levels of phenolic compounds and
flavonoids of various extracts of the types of brown and green algae harvested from the East-
Algerian coast (Ouled Bounar Jijel): aqueous extract, methanol and chloroform as well as the

evaluation of the antiradical activity of these extracts by two methods, ABTS and CUPRAC.
The result obtained shows that:

» The best yield is Sargassum vulgare selected from the aqueous extract (6.625 +
4.45%).

» The total phenol contents of the brown alga Sargassum vulgare are the best
(158,750 = 10,520 pgEqAG / mg).

» Ulva lactuca is the richest algae in flavonoids of the order of (40.46 + 4.39
ngEQ / mg).

» The most remarkable anti-radical power in our study evaluated by the ABTS
test is that of the green alga Ulva lactuca with an 1C50 of the order of (17.77
70.34 ng / ml), and an antioxidant activity in the brown algea Sargassum
vulgare tested by the reduction copper-neocuproene complex (CUPRAC
method) with an IC50 of (83.22 + 324.89 ng / ml).

This antioxidant power may be due to the presence of polyphenols and flavonoids in
both species, which encourages the in vivo study of the effect of extracts of these algae on

oxidative stress.

Key words: brown algae, green algae, antiradical activity, polyphenols, flavonoids.



