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Les algues sont une source potentiellement riche en métabolites. Beaucoup d'algues
possedent des composés bioactifs qui inhibent la croissance de certaines bactéries pathogeénes,
ainsi que certains champignons. Parmi ces métabolites, on retrouve les vitamines, les acides

gras, les antioxydants comme les Polyphénols.

L'objectif de ce travail est I’évaluation de D’activité antioxydante d’extrait eau-
méthanol d’algue rouge Corallina officinalis, récoltées sur les roches des cotes de la région

de Bosquet Wilaya de Mostaganem, en utilisant le radical libre DPPH, et la réduction du fer.

Les résultats indiquent un rendement en extrait brut est (6,5%). Par ailleurs, se
caractérise par a un taux important en Polyphénols totaux (118.07 ug EA/mg d’extrait), une

teneur faible en flavonoides de (48.44 pg EQ/mg d’extrait).

Les résultats de ce travail nous ont permis d’affirmer que 1’activité antioxydante d’algue

rouge Corallina officinalis revient essentiellement aux composés Phénoliques.

Mots clés : Corallina officinalis, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, DPPH.




Abstract

Algae are a potentially rich source of metabolites. Many algae have bioactive compounds
that inhibit the growth of certain pathogenic , Among these metabolites include vitamins, fatty
acids, and antioxidants like polyphenols.

The objective of this work is the phytochemical study and the evaluation of the antioxidant
activity of hydromethanolic extracts, of red algae Corralina officinalis harvested from the
rock of the coast of Bosquet Wilaya Mostaganem, the antioxidant activity was carried out
using the free radical DPPH, the reduction of Iron.

The results indicate a high yield of crude extract (6.5%). Moreover, characterized by a high

rate of total polyphenols (118.07 ng EA/mg Extract), and low flavonoids (48.44 pg EQ/mg
Extract).

The results of this work have allowed us to state that the antioxidant activity of red algae

Corralina officinalis is essentially the phenolic compounds.

Key words: Corralina officinalis, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, DPPH.
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Abstract

Algae are a potentially rich source of metabolites. Many algae have bioactive
compounds that inhibit the growth of certain pathogenic , Among these metabolites include

vitamins, fatty acids, and antioxidants like polyphenols.

The objective of this work is the phytochemical study and the evaluation of the
antioxidant activity of hydromethanolic extracts, of red algae Corallina officinalis harvested
from the rock of the coast of Bosquet in Wilaya of Mostaganem, the antioxidant activity was

carried out using the free radical DPPH, the reduction of Iron.

The results indicate a high yield of crude extract (6.5%0). Moreover, characterized by
a high rate of total polyphenols (118.07 ug EA/mg Extract), and low flavonoids (48.44 ng
EQ/mg Extract). The results of this work have allowed us to state that the antioxidant

activity of red algae Corallina officinalis is essentially the phenolic compounds.

Key words: Corallina officinalis, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity,DPPH.
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Introduction

Les radicaux libres ont un role tres important dans l'origine de la vie et I'évolution
biologique, laissant des effets bénéfiques sur les organismes (Mc Cord, 2000). Ils sont
impliqués dans de nombreuses fonctions et activités biochimiques de la cellule
(Zheng, & Storz, 2000).

Les algues sont des végétaux beaucoup moins connues que les plantes terrestres et
beaucoup plus difficiles a appréhender. Elles occupent une grande partie dans les milieux
aquatiques, en particulier marins et sous-marins et constituent un ensemble d’organismes
extrémement divers qu’il est fort difficile de présenter de maniére univoque (Person et al.,
2010). Environ 6000 especes d'algues ont été identifiées et sont regroupées en différentes

catégories a savoir les algues vertes, brunes et rouges.

L’étude des produits marins par les chimistes et les pharmacologues et les biologistes a
permis de mettre en évidence leurs activités biologiques variées: antibiotiques, antitumorales,
anti-inflammatoires etc. Parmi les organismes marins producteurs de métabolites intéressants
figurent les spongiaires et les algues, ils fournissent a eux seuls plus du tiers des molécules

isolées du milieu marin (Munoz , 2011).

L’objectif de notre étude est d’estimer la teneur des composés phénoliques et flavonoides
dans I’algue rouge Corallina officinalis, ensuite d’évaluer le pouvoir antioxydant des extraits

phénoliques de I’algue étudiée.

Notre travail est organisé en plusieurs parties:
- Une synthese bibliographique représentant la premiére partie de notre travail est réalisée
afin de regrouper les informations essentielles sur 1’algue étudiée et éventuellement leurs

pouvoirs antioxydants.

- La deuxiéme partie de notre étude, le materiel biologique utilisé et les méthodes d’étude et
d’expression des résultats.

- Dans la troisieme partie, les resultats sont exposes et discutés en les comparants a ceux
publiés dans la littérature scientifique internationale.

- L’¢tude est achevée par une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats

obtenus et éventuellement des perspectives d’avenir.

Introduction 7
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Chapitre | : Partie bibliographique

I. Présentation des Algues Rouges
I. 1. Historique et Généralité

L’Algérie, avec ses larges cotes, est particuliérement bien pourvue en ressources
marines et cotieres les algues qui constituent le principal de la flore marine. Ce sont des
plantes qui regroupent un ensemble de végetaux photosynthétiques trés divers et dont

I’appareil végétatif relativement simple est appelé « thalle ».

Celui-ci contient une structure a sa base (rhizoides, crampons, disques...) permettant
I’ancrage de 1’algue sur un support : une roche (algues épilithes), ou une plante (algues

épiphytes), ou un animal (algues épibiontes) ou parfois méme le sable (Zitouni, 2015).

La base de données internationale sur les algues « AlgaeBase » recense environ
127000 noms d’espéces, dont la majorité de micro-algues. Il y aurait environ 9000 especes de
macro algues (Guiry, M. D et Guiry, G. M, 1996).

Pour ce qui concerne les algues marines, on distingue essentiellement quatre types : les
algues brunes, les algues rouges, les algues vertes et les algues bleues qui regroupent en plus

les mousses, les fougeéres et les plantes a fleurs (Person, 2011).

Ils sont bien connus comme une excellente source de composés biologiquement actifs.
Outre les protéines de haute qualité contenant des acides aminés essentiels, des fibres
alimentaires, des acides gras essentiels, des minéraux et des vitamines. Les algues pourraient
également étre une bonne source de composés phénoliques (Misurcova, 2011 ; Ambrozova,
2014).

Au cours des derniéres décennies, de nombreux nouveaux composés ont été trouves
dans les organismes marins avec d'intéressantes activités pharmaceutiques (Raja et al., 2013).
Face aux multiples problemes de santé, lies aux carences en ces divers éléments dans nos
sociétés de consommation, I’utilisation des algues comme complément alimentaire s’avere
parmi les solutions possibles compte tenu de leur valeur nutritionnelle qui peut s’expliquer en
grande partie par la présence de trois grandes catégories de composants (fibres, minéraux et
protéines), mais également par la présence de metabolites présentant des propriétés anti-
oxydantes et anti-radicalaires tels que caroténoides, polyphénols, et les vitamines (Rezzoum,
2016).
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En genéral, les algues regroupent quatre groupes qui sont différenciées par rapport a la
couleur, Chaque groupe contient des classes, et chaque classe contient des centaines d’espéces

(Tableaul) (Garon-Lardiere, 2004).

La classification des algues se fait selon des caractéristiques spécifiques, telles que les
composantes de la paroi cellulaire, les pigments présents la (couleur), le cycle de vie et le type

de composés utilisés pour I’entreposage de la nourriture (Memory, 2006).

Tableau 1: Caractéristiques importantes des groupes d'algues (Géraldine et Céline, 2009).

Embranchement Nom commun Nombre d’especes Pigments
(Régne)
Chlorophytes 7500 Chlorophylle (a.b)
(Protistes) Algues vertes Xanthophylles
Carotene
Pheophytes (plantes) Algues brunes 1500 d’especes Chlorophyllr (a.c)
Carofene
Chlorophylle (a.b)
Xanthophylles
Pheophytes (plantes) Algues rouges 3900 d’especes Carofene
Zeéaxanthine
Phycocyanine C
Phycoérythrine
Chlorophyllr (a)
Allophycocyanines
Phéophytes (plantes) Algues bleues 15000 d’especes Phycocyanine
Phycoérythrine

Phycoérythrocyanine
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Des macros algues, qui généralement se trouvent dans la zone littorale et peut étre de
différentes formes, tailles, couleurs et composition. 1ls incluent les algues brunes
(Phéophycées), algues rouges (rhodophycées) et algues vertes (chlorophycées). Ils sont
entrepris dans le but de purifier de nouvelles molécules actives qui pourraient avoir une

application dans le domaine médical (Mabeau et al., 1990).

1.2. Conditions de vie des algues
1.2.1. La lumiére, condition essentielle

La lumicere intervient sur 1’algue de diverses fagons: par I’intensité¢ lumineuse, par la
nature des radiations et par la durée des périodes de luminosité et d’obscurité. La quantité et la
qualité de I’algue dépend de la pénétration de la lumicre dans les masses d’eau. Elle peut
favoriser ou freiner son développement. Les algues détiennent des pigments différents selon
les especes, qui interviennent dans la capture de la lumiére. Elles ne font pas toutes le méme
usage des radiations lumineuses: certaines recherchent beaucoup de lumiére et d’autre peu
(Anne, 2002).

1.2.2. Le substrat (ou support)

Les algues n’ont pas de racines et ne peuvent donc tirer aucune nourriture de leur
support. Les éléments nutritifs viennent du milieu qui les baigne. Néanmoins, le substrat ou
support joue un role par sa nature et ses caractéristiques et déterminera I’espéce qui viendra
s’y fixer. Les roches calcaires par exemple, sont envahies par les algues perforantes
microscopiques, ce qui leur confére une coloration spécifique. A I’inverse, certaines autres

espéces fuiront le substrat calcaire (Anne, 2002).

En outre, le support peut étre en eau profonde ou peu profonde comme sur les rochers,
les constructions portuaires, les bouées ou les coques de bateaux. Elles peuvent aussi se

développer sur un organisme vivant animal ou végétal (Anne, 2002).

1.2.3. Les facteurs hydrodynamiques

Les vagues, les courants et les marées créent une agitation de I’eau de laquelle
dépendent les reactions des algues. Ainsi, chaque espéce supporte différemment ces facteurs
hydrodynamiques. Ceux-la agissent donc sur la composition des peuplements d’algues
(Anne, 2002).
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1.2.4. La température

Elle agit sur le systétme métabolique et reproducteur de I’algue. C’est alors que des
variations de température peuvent agir sur la dispersion ou la régression des peuplements
(Anne, 2002).
1.2.5. La salinité de I’eau

La salinité agit de deux fagons sur I’algue: soit par dissolution du sel dans 1’eau, soit
par concentration du sel dans I’cau. Ces modifications temporaires ou permanentes peuvent
incommoder la vie de 1’algue. Les zones a salinité variable limitent 1’adaptation des algues.
Cette instabilité intervient sur le métabolisme, le perturbe a tel point parfois qu’elle entraine

une élimination des espéces. Seules les algues vertes réussissent a s’adapter (Anne, 2002).

1.3. Mode de reproduction des algues
1.3.1. Reproduction Asexuée

La reproduction asexuée ou multiplication végétative regroupe tous les phénomenes
aboutissant a la production de nouveaux individus sans processus sexué (fusion des gametes)

selon deux types:

- Par le biais de divisions

- Division cellulaire par scission (scissiparité) chez les procaryotes et par mitose chez

les eucaryotes. Les cellules filles obtenues sont morphologiquement et mythologiquement
identiques a la cellule mere.

- Simple fragmentation du thalle, comparable a un bouturage chez la cyanobactérie.

- Par le biais de cellules ou organes spécialisés

- Les akinetes présents chez certaines cyanobactéries (Nostoc, cylindrospermum) et chez
les chlorophycées

- Les bulbilles de certaines characées.

- Les spores.

Dans des conditions favorables, ces organes (et cellules) germent pour donner un nouvel

individu (Laplace-treyture, 2014).

-
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1.3.2. Reproduction sexuée

Cette modalité de reproduction rencontrée exclusivement chez les eucaryotes permet
un brassage chromosomique. Elle est caractérisée par la fusion (ou gamie) de deux cellules
spécialisees appelées gametes (Laplace-treyture, 2014).

On parle de Planogamie si les gamétes sont mobiles, d’isogamie si les gamétes sont de
structure identique (exemple: Ulothrix zonata) ou d’anisogamie dans le cas contraire
(exemple: Ulva) (Laplace-treyture, 2014).

I. 4. Description botanique

Les algues rouges (Rhodophyceées) ; forment un groupe tres diversifié, ces algues
doivent leur couleur a la présence de plastes roses dans lesquels un pigment rouge, la
phycoérythrine, est associé a plusieurs autres pigments dont les chlorophylles. La plupart de
ces algues rouges sont pluricellulaires et marines, mais il existe quelques formes unicellulaires

et quelques unes vivent également en eau douce (Garon-Lardiere, 2004) (Figure 1).

Plusieurs travaux scientifiques en mis en valeur plusieurs activités biologiques d’algue
rouge dont on cite I’exemple de C. officinalis (Figure 0). C’est une algue rouge leur extrait a
révélé une activité antioxydante sur le radical libre DPPH a (72,6%) (Ismail, 2017). En outre a
montré, une activité antimicrobienne évaluée vis-a-vis S. aureus et B. cereus par un diametre
d’inhibition inférieur a 10mm, et une activité analgésique ont inhibé les crampes abdominales
induites par 1’injection de 1’acide acétique avec des pourcentages allant de 55% (Farid et al.,
2009 ; Allmendinger et al., 2010 ; Riahi et al., 2012).

Figure 01 : Algue Rouge C. officinalis (Photo prise par nous-mémes).
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La Corralline c’est une algue rouge, clle ne contient que de la chlorophylle a et
d’autres pigments. Elle est principalement marine qui se trouvent sur les bords de mer, forme
des ceintures au bord des cuvettes du bas de I’estran roche (Figure0). C. officinalis est une
algue calcifiée qui pousse dans les zones basses et moyennes littorales, sur les cOtes
rocheuses. Les frondes de C. officinalis poussent en touffes qui se développent a partir d’une

base. lls sont segmentés, et ramifiés pour fournir la flexibilité dans ’eau de mer. Cette algue

ne tolére pas I’effet desséchant de ’air et devient blanche en s’exposant au soleil (Gayral,

1975) (Figure 02, 03).

Figure 02: C. officinalis fixée sur les rochets  Figure 03: C. officinalis a subi & une calcification
(Photo prise par nous-mémes). (Photo prise par nous-mémes).

I. 3. Classification

Tableau 02 : Classification de 1’algue Rouge C. officinalis (Linné et al., 1788).

Domaine Eukanyota
Regne Plantas
Sous-regne Biliphyta
Embranchement Rhodopinyta
Sous-embr. Furihraodophyitina
Classs Florideoph voease
Sous-classs Coralfinophycidas
Ordre Coralfinales
Famille Coralfinaceae
Sous-famille Corallinoideas
Tribu Corallineas
Senre Coralfina
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I. 4. Constituants de I’algue rouge

La composition biochimique des macro-algues est tres variable selon les espéces, la
saison, les conditions de croissance, de stress... On note cependant que la plupart des
composés bioactifs décrits a ce jour sont issus des algues brunes et des algues rouges, tandis

que les algues vertes constituent un champ d’investigation comparativement peu exploré

(Person, 2011).

IIs ont une composition tres variable, selon les especes, I'neure de la collecte et de
I'habitat, et selon les conditions externes comme la température de I'eau, l'intensité de la
lumiere et la concentration des éléments nutritifs dans I'eau. Tandis que les algues rouges sont

riches en protéines brutes et en minéraux (Jusqu’a 50%) (Makkar et al., 2016).
I. 4.1 Les éléments minéraux

Les algues puisent dans la mer une richesse incomparable d'éléments minéraux d'ou la
fraction minérale peut représenter jusqu'a 36% de la masse seche. Parmi ces €éléments
présentés dans les algues rouges, nous citons: le potassium, le chlore, le sodium, le calcium, le
magnésium, le soufre, le phosphore, I'iode, le fer, le cuivre, le manganese et de nombreux

autres oligo-éléments (Viguerie et al, 2002).

1.4.2 Les vitamines

La composition vitaminique des algues rouges est intéressante, malgré de grandes
variations saisonniéres. L'ensemble des vitamines est bien représenté par les groupes A, Bi,
B2, B6.B12, C, D et E. L'intérét principal réside dans la vitamine B12 dont les teneurs sont
assez importantes dans les algues rouges en géenérales contrairement aux plantes (Watanabe et
al., 1999).

1.4.3 Les fibres

Les algues Rouges forment une source importante de fibres (de 33 a 61%) qui
facilitent le transit intestinal. La fraction de fibres solubles constituee selon I'espéce d'agar-
agar, offre un intérét particulier lié a la nature chimique originale des monomeres constitutifs
(Lahaye, 1991).

-
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1.5. L’utilisation de 1’algue rouge
Il existe plusieurs domaines économiques qui font appel a des algues Rouges. Elles

présentent actuellement une source nutritionnelle et un produit a valeur montante, surtout en
Asie ou elles sont utilisées directement comme aliments, ou indirectement surtout par
I’industrie de phycocolloides (agars et alginates). Elles sont utilisées en agriculture comme
engrais et fourrage, dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique, dans d’autres domaines

(Chopin, 1997).

L’utilisation d’algue rouge C. officinalis a des fins thérapeutiques est loin d’étre un
phénoméne nouveau. Si les principes actifs extraits d’algues utilisés en pharmacie sont peu

nombreux, les travaux scientifiques en cours sont importants (Ainane et al., 2015).

C. officinalis c’est une algue marine trés populaire ingrédient parmi les cosmétiques et
les entreprises de santé et de soins personnels. Il existe des vendeurs connus de produits a

base de C. officinalis aux Etats-Unis, en Chine, en ltalie, France, Suisse et en Allemagne. ..

Ce sont des produits pour hommes et femmes, comprennent des toners, des hydratants,
des nettoyants, des émulsions, des essences, des astringents, des cremes pour les yeux, des
gels de toilette, des gels pour la douche, des baumes pour le rasage, des sprays et créemes
hydratants et des masques (Milchakova 2011; Pereira 2014; 2015).

Il existe un usage potentiel des algues rouges pour le traitement des eaux usées. Par
exemple, certaines algues rouges sont capables d’absorber les ions de métaux lourds tels que

le zinc et le cadmium des eaux polluées (F AO, 2014).

Les algues font partie de la liste positive non exhaustive des matiéres premieres pour
aliments des animaux. Les algues rouges ont été utilisées traditionnellement en alimentation
animale pendant des centaines d’années. Leur utilisation actuelle reste cependant marginale du

fait de leur co(t relativement élevé (Dominique, 2005).

-
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Il. LESPOLYPHENOLS

I11.1. Définition

Les polyphénols sont des métabolites secondaires ayant une activité anti-oxydante,
anti-inflammatoire et antimicrobienne. Ils sont distribués dans le regne végétal. Les extraits
riches en polyphénols sont tres utilisés dans les produits cosmeétiques et la pharmacie en

raison de leurs propriétés biologiques bénéfiques (Zillich et al., 2015).

Des études expérimentales sur des animaux ou des cultures de lignées cellulaires
humaines confirment le r6le des polyphénols dans la prévention des maladies
cardiovasculaires, les cancers, les maladies neuro-dégénératives, le diabéte, et I'ostéoporose
(Keerthi et al., 2014).

11.2. Classification
Le terme de composés phénoliques couvre Un groupe tres vaste et diversifié de

produits chimiques. Le Tableau 03 montre quelques classes des polyphénols en fonction du

nombre d’atomes de carbone dans la molécule.
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Tableau 3 : Quelques classes des polyphénols (Macheix et al.,2005 ; Sarni-Manchado et
Cheyneir, 2006 ; Bruneton, 1999).

Nombre d’atome de carbone Squelette de base Classe
Phénols simples
6 C6 Bensoquinones
7 C6-C1 Acides phénoliques
Acétophenones
8 Ce-C2 Acides phénylacetique
Acides hydroxycinnamique,
9 C6-C3 Phénylropens, coumarines
Isocoumarines
10 C6-C4 Naphtoquinones
13 C6-C1-Cé Xanthones
Stilbens
14 C6-C2-Cé Anthtrachinones
Flavoinoides
15 C6-C3-C6 Isoflavonoides
18 (C6-C3)2 lignanes
30 (C6-C3-Co)2 Biflavonoides
(C6-C3) Lignines
N (C6) (C6-C3-C6) Caticholmelagnines
Tanins condensés

11.2.1 Les Phénols Simples

Ce sont des composés renfermant une ou plusieurs unités phénoliques sans d’autres
fonctions particulieres impliquant le (s) noyau (x) benzénique (s) comme le 3-hydroxytrysol, le
trysol et le 4-vinylphénol (Kone, 2008).




T. Benyekkou et F. Djani (2019). Etudes de L’activité antioxydant de I’algue rouge ‘Corallina officinalis’. Mémoire de Master univ. Mosta

I1l. LES FLAVONOIDES
111.1. Définition

L'expression flavonoide a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour
designer les pigments ayant un squelette (C6-C3-C6), provenant du mot latin flavus qui
signifie jaune (Bouakaz, 2006). Occupant une place prépondérante dans le groupe des
phénols, les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. On
estimes que 2 % environ du carbone organique photo-synthétiseé par les plantes, soit quelques
109 tonnes par an, est converti en flavonoides (Lhuillier, 2007). Les plus couramment vendus
ou utilisés en tant que compléments alimentaires. La vanilline et ’acide vanillique, le
resveratrol, I’acide ellagique, les curcumine, stilbene, epigallocatechine gallate et la quercitine
(Ferguson, 2001).

L'intérét nutritionnel pour les flavonoides date de la découverte de la vitamine C, a la
suite des travaux de Szent Gyorgyi en 1938. Le scorbut expérimental cede a l'ingestion de jus
d’agrumes mais résiste a la seule administration d'acide ascorbique. Plus pratiquement, les
symptdmes hémorragiques du scorbut liés a la fragilité des vaisseaux sont gueris par des
extraits de Paprika et du jus de citron alors que l'acide ascorbique seul est inefficace. Les
analyses chimiques ont montré que la fraction active était de nature flavonoique. Cette action
des flavonoides sur la perméabilité vasculaire a été appelée propriété vitaminique P (P étant la
premiere lettre du mot perméabilité). Cette notion de vitamine P n’existe plus a I’heure
actuelle puisqu'elle ne correspond pas a la définition classique des vitamines. lls sont
considérés comme des micronutriments importants puisqu’ils peuvent jouer des roles

antioxydants ou posséder des propriétés biologiques diverses (Milane, 2004).

De plus les flavonoides ont un role de filtre contre le rayonnement UV ; ce qui
expliquer leur localisation dans les tissus externes (Gould et Lister ; 2006). Enfin les
flavonoides comme les dérivées hydrox cinnamique jouent un réle important dans la

résistance des plantes aux stress environnementaux (Walton et Brown, 1999) (Figure 4).

= =

Figure 4: Squelette de base des flavonoides (Walton et Brown, 1999).
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111.2. Effets biologiques des Flavonoides

111.2.1 Effets antioxidant et pro-oxydant

Les flavonoides sont des composés avec une activité anti-oxydante prononcée (Hodek
et al., 2002). Les flavonoides expriment les propriétés anti-oxydantes par : Le piégeage direct
des especes réactives de 1’oxygéne (ERO), La suppression de la formation des ERO par
I’inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans leur

production, La protection des systémes de défense antioxydants de 1’organisme (Boudiaf,
2006).

Bien que les ERO participent a de nombreuses fonctions physiologiques, elles
contribuent également a la pathogenése d’un grand nombre de maladies qui possédent un
caractere radicalaire, le diabete sucré, les maladies cardiaques, la polyarthrite rhumatoide, et
neurodégénératives, pathologies articulaires, cancérogenese, peuvent également accélérer le
processus de vieillissement. Les ERO ont longtemps été considérées comme des sous-produits
toxiques du métabolisme normal de 1’oxygene. Physiologiquement, les radicaux libres
oxygeénés figurent parmi les espéces radicales les plus importantes (Migdal et Serres, 2011 ;

Pisoschi et Negulescu, 2012).

Les flavonoides sont des antioxydants mais il ne faut pas négliger leurs propriétés
prooxydantes. Parfois les flavonoides jouent un rdle de pro-oxydants. En effet, plusieurs
d'entre eux ont été décrits comme responsables d'auto-oxydation et de la génération de
radicaux oxygénés actifs, comme le peroxyde d'hydrogene. En définitive, certains flavonoides
pourraient accélérer la survenue de I'atteinte oxydative de I'ADN, des protéines et des glucides
in vitro. Alors, le potentiel pro-oxydant de ces composés ne doit pas étre négligé dans le

mécanisme d'action des flavonoides (Milane, 2004).
111.2.2 Effets Cardiovasculaires

De nombreux travaux suggerent que les flavonoides participent a la prévention des
maladies cardiovasculaires ; Etudes faites par plusieurs auteurs (Crozier et al., 2010). Leur
consommation se traduit par une augmentation transitoire de la capacité antioxydante du
plasma dans les heures qui suivent le repas. Parvenus au niveau des arteres, ils préviennent
I'oxydation des lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoproteins ou LDL), qui est
I'un des facteurs clé du processus physiopathologique de I'athérosclérose (épaississement des

arteres qui contribue a réduire le flux sanguin et peut conduire a I'asphyxie des tissus irrigués).

)
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En inhibant I'oxydation des LDLs, ils limitent leur incrustation dans les parois des
artéres qui contribue a I'épaississement des parois et a réduire le flux de sang qui parvient au
niveau des tissus. Les flavonoides agiraient aussi en inhibant l'agrégation plaquettaire
impliquée dans le phénoméne de thrombose qui peut conduire a l'occlusion des artéres
(Scalbert et al., 2005).

111.2.3 Autres effets Biologique:

Les flavonoides seraient impliqués dans la prévention des cancers, Ajoutés au régime
de divers animaux de laboratoire, ils limitent le développement de tumeurs induites
expérimentalement par exposition a des agents carcinogenes. Ils sont actifs contre de
nombreux cancers (colon, estomac, foie, sein, prostate, poumon, peau, vessie, etc...) a tous les
stades de la cancérogenése (Petti et Scully, 2009). Au stade d'initiation, ils agissent y comme
agents bloquants en empéchant I'activation de pro-carcinogénes, en piégeant les mutagénes
électrophiles ou en stimulant la réparation des ADNs mutés. Au stade de promotion et de
progression, ils agissent comme agents suppresseurs de tumeurs (Ho et al., 2007).

Les mécanismes impliqués peuvent Ia encore étre tres variés: prévention du stress
oxydant, inhibition du métabolisme de I'acide arachidonique et des réactions inflammatoires
associees, inhibition de la protéine kinase C et de la prolifération cellulaire, induction de
I'apoptose (Petti et Scully, 2009). Inhibition de I'angiogenese. Les preuves de leurs effets chez

I'nomme restent cependant encore insuffisantes.
I11. Propriétés médicinale des composés phénoliques

Les études scientifiques actuelles ont permis de confirmer ces propriétés médicinales
attribuées aux composés phénoliques. Les composés phénoliques sont absorbés a travers la
barriere intestinale et parviennent au niveau de tissu cibles ou ils peuvent exercer des effets
protecteurs. Donc le rble des composés phénoliques dans la prévention des maladies
cardiovasculaire et cancers est tres étudié (Havsteen, 1993).

I11.1. Polyphones et cancer

Certains chercheurs ont montré que les polyphénols pourraient étre utilisés comme des
agents de prévention de différentes maladies cancéreuses (Stagos et al., 2010).

Les polyphénols sont des composés bioactifs puissants qui interférent avec I’initiation,
le developpement et la progression du cancer par des processus critiques (Yang et al., 2013).

Ils ont la capacité d’interrompre ou inverser le processus de cancérogénese en agissant
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sur les molécules de réseau de signalisation intracellulaire impliquées dans I’initiation et/ la
promotion d’un cancer. Les polyphénols peuvent également déclencher I’apoptose dans les
cellules cancéreuse a travers la modulation d’un certain nombre d’éléments principaux en

signal cellulaire (Link et al., 2010).
V. Pouvoir antioxydant des polyphénols

V.1 Généralités sur les antioxydants

Un antioxydant est défini comme une substance ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I'air, est capable de ralentir ou d'inhiber le phénomene d'oxydation.
Cette définition peut étre élargie et le terme "antioxydant™ englobe ainsi toutes les substances
qui protégent les systemes biologiques contre les effets délétéres potentiels des processus ou

réactions qui engendrent une oxydation excessive (Shimizu, 2004).

Les antioxydants sont des composes qui protégent les cellules du corps des dommages
causés par radicaux libres (Willcox et al., 2004). C’est pourquoi 1I’oxygéne considéré comme
une source de vie pour les organismes aérobies au méme temps comme une source
d’agression pour ’organisme (Ekoumou, 2003). En effet des dérivés hautement réactifs de
I’oxygéne peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous 1’effet des rayons
U.V (Cavina, 1999).

Le stress oxydatif se définit comme étant un désequilibre profond de la balance entre
les systemes oxydants de I’organisme en faveur des premiers, ce qui conduit a des dommages
cellulaires et irréversibles. Le stress oxydatif est un fonctionnement de 1’organisme qui est

normal tant qu’il ne dépasse pas certains limites (Pincemail et al., 1999).

Le stress oxydatif est impliqués dans de trés nombreuse pathologies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications (Favier, 2003), Il peut étre associé a
I’athérosclérose, I’asthme, D’arthrite, la cataractogénese I’hyperoxie, 1’hépatite, 1’attaque
cardiaque, les vasospasmes, les traumatismes, les accidents vasculaires cérébraux, les
pigments d’age, les dermatites, les dommages de la rétine (Cohen et al.,1999, Packer et
Weber, 2001).

IV.2. Mécanismes et pouvoir antioxydant des polyphénols

Plusieurs études épidémiologiques ont montrés qu’il y a un rapport inverse entre la
prise d’aliments riches en polyphénols et le risque des maladies neuro-dégéneratives (Hu,
2003 ; Bubonja-Sonja et al., 2011).
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Cette relation est liée au fait que les composes phenoliques possedent des propriétés
antioxydantes et sont capables de piéger les radicaux libres générés en permanence par notre
organisme ou formés en réponse a des agressions de notre environnement tels que O>
(Superoxyde anion), HO2 (Superoxyde radical), H20> (Hydrogene peroxyde), OH (Hydroxyle
Radical), RO™ (Alkoxyle Radical), ROO™ (Peroxyde Radical) (Bors, 1990 ; Yamasaki et al.,
1996). lls formeraient des especes radicalaires intermédiaires peu réactives (Laughton et al.,
1989 ; Puppo,1992).

IVV.3. Captures directes des radicaux libres

Les polyphenols possédent une structure chimique aromatique permettant une

délocalisation électronique importante, donc une stabilisation de leurs formes radicalaires.

C’est pourquoi les propriétés antioxydantes des polyphenols sont souvent associées a
leur potentiel anti-radicalaire. De nombreuses études soutiennent le fait que I’activité
antioxydante des polyphenols est essentiellement liée a leur capacité de réduire les espéces
réactives de 1’oxygene comme les supéroxyde, hydroxyles, péroxyls, et alkoxyles par transfert
d’hydrogéne (Fiorucci, 2006).

I1V.4.Les méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant

Il existe différentes méthodes pour mesurer le pouvoir antioxydant d’un aliment ou

d’un fluide biologique (Tableau 04) (Salah et al., 1995).

Tableau 04 : Les différentes méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant (Salah et al.,

1995).
Tests du pouvoir anti-radicalaire
Tests Avantage Limites Références
Peu spécifique
. Sensible, simple et Ne mesure que le (Benzie et strain,
FRAP 37 rapide pouvoir réducteur 1996)
. Ne mesure que le -
Raplde_z, peu pouvoirq (Brand-williams et
DPPH 20° sensible antiradicalaire al., 1995)
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Chapitre 11 : Matériel et Méthodes
I.Matériel végeétal
Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude une Algue Rouge Corallina

officinalis (Figure 05), récoltée en mois de Octobre 2018 sur les rochers de la cote de la
région de Bosquet Wilaya de Mostaganem.

Figure 05 : Echantillon de L’algue Rouge C. officinalis (Photo prise par nous-mémes).

Aprés I’identification d’échantillon d'algue rouge C. officinalis , le matériel végétal
récolté est lavé plusieurs fois avec 1’eau de robinet, Au laboratoire afin d’éliminer I’excés de
sel, les grains de sable et autres particules; puis séché a 1’abri de la lumiere et de ’humidité
pendant quelques semaine. Une fois séchée, la matiére végétale a été broyee en poudre a

I’aide d’un mixeur, et conservé jusqu’aux jours d’extraction (Figure 06).
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Récolte de la matiere Végétale C. officinalis. Lavage et séchage de la matiére Végétale.

Broyage de la matiere Végétale. Matiéere Végétale Broyée.

Figure 06 : Les étapes de préparation de la matiére Végétale (Photo prise au laboratoire).

I1.Objectifs de I’expérimentation
L’objectif général de ce travail est de déterminer le contenu en Polyphénols totaux et
en flavonoides totaux dans 1’algue rouge C. officinalis.

Ensuite mesurer le pouvoir antioxydant des composés phénoliques contenu dans

I’extrait de 1’algue rouge étudié.
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I11.Préparation de I’extrait eau-méthanol d’algues Rouge C. officinalis
Apres broyage et séchage de 1’algue étudié, 100 g du mateériel végétale et soumis a une
agitation pendant 30 minutes a température ambiante, dans 200 ml du mélange eau-méthanol
(75-125 ml) pendant 1 heure. L’extrait ensuite filtrés sur papier Whatman N°05, puis

concentrés au Rotavapeur. La solution récupérée est séchée dans 1’étuve a 37°C pendant 72h,

c’est I’extrait brut eau-méthanol pour algue Rouge C. officinalis (Karumi et al., 2004).
(Figure 07).

Filtration de I’extrait sur papier Whatman. L'évaporateur rotatif sur un Rotavapeur.

Pextrait brut eau-méthanol pour algue Rouge
C. officinalis.
Figure 07 : Les étapes de préparation d’extrait Brute Eau-Méthanol d’algue rouge
C. officinalis (Photo prise au laboratoire).
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Les étapes de I’expérimentation sont présentées dans la Figure 08 :

Récolte de I’ Algue Rouge ‘C. officinalis’.

=

( Lavage et séchage d’algue rouge ]

—~
o8]
<:|8<:|
<
)
Q
D
u

( Macération pendant 1h dans eau-méthanol (75-125ml). J

=

( Filtration de I’extrait Obtenu J

=

( Evaporation a I’aide d’un Rotavapeur ]

=

( Extrait eau-méthanol de “C. officinalis’ J
Dosage des Dosage des Mesurer le
flavonoides Polyphénols pouvoir
Totaux. Totaux. Antioxydant.

Figure 08 : Les Différents étapes réalisées dans L’expérimentation.
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I11. 1. Le Rendement Obtenue

Le rendement de I’extraction est déterminé par le rapport entre la masse des Polyphénols
extraits et la masse de la matiere premiére végétale traité. Le rendement exprimé en

pourcentage est calculé par la formule suivante :
Rdt (%) = P1 - P2/ P3 x 100

P1 : Poids du ballon aprés évaporation.
P2 : Poids du ballon avant évaporation.

P3 : Poids de la matiére végétale de départ.

IV.Dosage des Polyphénols Totaux
Ce dosage repose sur la méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin Ciocalteu. Ce
dernier est constitu¢é d’un mélange d’acide Phosphotungstique (Hz PWi2 Os) et d’acide
Phosphomolybdique (Hz PMO12 O40). L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle au

taux de composés phénoliques oxydés dont 1’absorbance est comprise entre 725 et 760 nm (Lit

et al., 2007).

V. 1. Méthode

Un Volume de 0.2 ml d’extrait a été mélangé avec 1.5 ml de Folin Ciocalteu (10%). Aprés
5 minutes, on rajoute 1.5 ml d’une solution de Carbonate de sodium (6%). Le mélange est
soumis une agitation puis incubé a température ambiante a I’obscurit¢ pendant 2h et
I’absorbance est lue a 765 nm sur un Spectrophotométre. L’acide gallique est utilise comme
standard de référence. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents d’acide

gallique par mg d’extrait sec (ug EA/mg d’extrait).

Polyphénols =a . f/C

a : Concentration de Polyphénols (ug Eq acide gallique/mg d’extrait) déterminée a partir de la
courbe étalon.

f : Facteur de dilution (x22).

C : Concentration de I’extrait.
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Les étapes de dosage de Polyphénols totaux sont présentées dans la Figure 09 :

0.2ml d’extrait.

nys

1.5ml de Folin Ciocalteu (10%).

I | <:| Aprés 5 min

1.5ml de Solution de Carbonate de sodium (6%).

I I <:| Incubation & T° ambiante
P

endant 2h a I’obscurité.

La lecture sur un spectrophotométrie (A=765nm)

Figure 09 : Dosage de Polyphénols totaux (Lit et al., 2007).

IV.2. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

La courbe d’étalonnage est effectuée par I’acide gallique a différents concentration de
0.1 au 10 pg/l, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont
ainsi exprimés en milligramme d’équivalents d’acide gallique par gramme de matic¢re végétale

fraiche.
V. Dosage des Flavonoides totaux

Les flavonoides sont quantifiés par une méthode colorimétrique au trichlorure d'aluminium
(AICI3) 2%. Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides, qui

absorbe dans le visible a 510 nm (Ardestani et Yazdanparast, 2007).
V.1 Meéthode

Un Volume de 1 ml d’extrait a été additionné a 1 ml de Trichlorure d'aluminium a 2%
(Alcls). Le mélange a éeté placé a température ambiante et a 1’obscurité pendant 10 min puis
I’absorbance a été mesurée a 430 nm sur un Spectrophotomeétre. Le Quercetine est utilisé
comme standard de référence. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents

Quercétine par mg d’extrait sec (ug EQ/mg d’extrait).

2
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Flavonoides = a . f/C

a : Concentration de flavonoides (équivalent de catéchine/mg d’extrait) déterminée a partir de

la courbe étalon.

f : Facteur de dilution (x10).

C : Concentration de I’extrait.

Les étapes de dosage de flavonoides totaux sont présentées dans la Figure 10 :

1ml d’extrait.

ags

1ml de solution Trichlorure d'aluminium a 2%.

! !<::I Incubation a T° ambiante pendant
10min a Pobscurité.

La lecture sur un spectrophotométrie (A=430nm).

Figure 10 : Dosage de Flavonoides totaux (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

V.2. Courbe d’étalonnage de la Quercétine

La courbe d’¢étalonnage est effectuée par Quercétine a différents concentration de 0.1
au 10 pg/l, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi
exprimés en milligramme d’équivalents de Quercétine par gramme de matiere végétale

fraiche.
V1. Mesure du pouvoir antioxydant

De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de ’activité antioxydante, in
vitro et in vivo des composés Phénoliques purs ou d’extrait. Dans notre étude nous avons
utilisé des tests chimiques qui mesurent la réduction du radical stable le DPPH (2,2-Diphényl-
1-picrylhydrazyl) (Sharma et al., 2009 ; Bourkhiss et al., 2010).
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V1. 1. Evaluation de I’activité Antiradicalaire du radical libre DPPH

La méthode du DPPH utilise un radical relativement stable, dont les antioxydants
réduisent ce radical ayant une couleur violette en un composé jaune, le diphényl picryl
hydrazine (Figure 11). Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage
d’inhibition du DPPH ; dont la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants donneur de proton présents dans 1’échantillon (Sanchez Moreno, 2002 ; Parejo

et al., 2003).
NO, NO,
. H
ON N—N ON N—N
NO2 @ NO2 @
DiPhenylelPicrylHydrazyle DiPhenylelPicrylHydrazyle (non

(radical libre) radical)

Figure 11 : Structure Chimique de radical libre et non radical (Molyneux, 2004).

V1. 2. Mode Opératoire

L’effet de 1’extrait sur la réduction du DPPH a été réalisé selon le Protocol suivant
(Benariba et al., 2013).

V1. 2.1. Préparation Du DPPH

3.15 mg de DPPH est dissoute dans 50ml du méthanol pure pour obtenir une solution
de DPPH.
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V1. 2.2. Préparation des échantillons

Un Volume de 1ml de notre extrait est dissout dans 500l de solution methanolique de
DPPH (0.16mmol/ml), fraichement préparée. En ce qui concerne le contrle négatif, ce
dernier est préparé en parallele en mélangeant 0.1ml du méthanol avec 1ml d’une solution

methnolique de DPPH a la méme concentration utilisée.

Le mélange obtenu est ensuite agité, puis gardé a 1’abri de lumiére a température
ambiante pendant 30min. Ensuite La lecture ce fait a I’aide d’un Spectrophotométrie de la

densité optique a 517nm (Figure 12).

[ 1ml d’extrait + 500ul solution méthanolique de DPPH. ]

Agitation et incubation a I’obscurités a 30min.

[ Absorbance a 517 nm sur spectrophotométrie ]

Figure 12 : Protocol de préparation de 1I’enchantions de test DPPH (Benariba et al., 2013).

Pourcentage D’inhibition du radical DPPH

19%=((Ac-At)/Ac)*100

Ac : absorbance du contrdle négatif.

At : absorbance de I’extrait.
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L’acide ascorbique a été utilisé comme controle positif a différentes concentrations. Le

mécanisme réactionnel du test DPPH est présenté dans la Figure suivante : (Figure 13)

\ e N _ it - .
/ \':'_N'U'z+f“\l'ltlll'lX}*ﬂ£1I]l—0H_." I‘-\—h—f:' :.'—‘-u-';+AI'III01}“d1ml-O

"\‘:‘\\ /f:" C;.\N — Qs

DPPH Radical libre DPPH-H forme réduite
(Violet) (Jaune)

Figure 13 : Mécanisme réactionnel du test DPPH (Molyneux, 2004).

La valeur 1C50 est la concentration d’extrait qui assure la réduction de 50% du
DPPH, déterminée graphiquement par la régression linéaire, pour chaque extrait a partir de la

courbe du pourcentage de réduction en fonction de la concentration (Samarth et al., 2008).

V1.3. Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique

La courbe d’étalonnage est effectuée par 1’acide ascorbique a différents concentration
de 0.1 au 10 pg/l, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats
sont ainsi exprimés en milligramme d’équivalents d’acide ascorbique par gramme de matiere

végétale fraiche.

VII. Evaluation de Pactivité antiradicalaire par la méthode FRAP (Ferric ion

Reducing Antioxidant Power)

La méthode de FRAP est basée sur la réaction chimique de réduction du Fe ** présent
dans le complexe KsFe (CN)s en Fe?* L'absorbance du milieu réactionnel est déterminée a
700 nm (Hubert, 2006). Squelette de Flavaonoide est présenté dans la figure suivante : (Figure
14)
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Figure 14 : Mécanisme Réactionnel du test FRAP (Prior et al., 2005).
VI1.1. Mode Opératoire

L’évaluation de I’activité antioxydant par la réduction du fer a été réalisé selon le
Protocol suivant (Yildrim et al., 2001).

- Un Volume de 2.5 ml de solution Tampon phosphate (0.2M, ph.6.6).

- Addition de 2.5 ml d’une solution de K3 Fe.

- L’incubation du mélange au Bain marie a 50° C pendant 20 minutes.

- 2.5 ml d’une solution de TCA (10%) a 10° C Pour stopper la réaction.

- Un volume de 2.5ml d’un surnageant, en ajoute 2.5 ml d’eau distillée pour chaque
tube (8 tubes).

- Addition de 0.5 ml d’une solution aqueuse de Fe Clz a 0.1 %.

- Apre L’agitation d’échantillon, La lecture ce fait a I’aide d’un Spectrophotométrie de

la densité optique a 700nm.

Les étapes qui expriment le pouvoir réducteur du Fer sont présentées dans la Figure 15:
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1ml d’extrait.

aus

2.5ml d’une solution tampon de phosphate.

4

[ 2.5ml d’une solution de k3Fe (0.2M / ph= 6.6).

! ! <:| Incubation au bain marie pendant
20 min/50 °C

2ml d’une TCA a 10C° pour stopper la réaction

4

[ Centrifugeuse 3000 T/10min. ]

=

[ 2.5ml du surnageant + 2ml d’eau distillé.

=

0.5 ml d’une solution aqueuse de Fe Clz a 0.1 %.

=

La lecture sur un spectrophotométrie (A = 700 nm).

Figure 15 : Les étapes qui expriment le pouvoir réducteur du Fer de test FRAP (Yildrim et
al., 2001).
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

|. Résultats

I.1. Rendement d’extraction de Algue Rouge ‘C. officinalis’

Le rendement de I’extraction se calcule par le rapport entre la masse de Polyphénols
extraits et la masse de la matiére premiére végetale traitée. Apres extraction et récupération
d’extrait, leur rendement a été déterminé par rapport a 100 g de matiere végétale exprimé en

pourcentage est calculé par la formule suivante :

Rdt (%) = P1 - P2/ P3 x 100

P1 : poids du ballon aprés évaporation.

P2 : poids du ballon avant évaporation.

P3 : poids de la matiére végétale de départ.

Donc :

P1:20.2g
P2 :13.7¢
P3:100g

Nous avons calculé le rendement de 1’extraction, le résultat obtenu est représenté dans la

Figure 16:

Le Rendement d'extraction

6,5%

Figure 16 : Rendement d’extraction de 1’algue Rouge “C. officinalis’.
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Le calcul de la teneur de rendement d’extraction repose sur plusieurs facteurs a savoir

température d’extraction, de la mati¢re végétale initiale et I’humidité (Wattiaux, 1994).

Selon Michel et al. (2012), le rendement des extractions dépend de la nature du solvant
utilisé et des propriétés chimiques des molécules & 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 de 1’extrait préparé (Tefiani,
2015).

1.2. Dosage des Composés Phénolique
1.2.1 Taux de Polyphénols totaux dans D’extrait d’algue Rouge °C.

officinalis’

La teneur en Polyphénols totaux dans I’extrait eau-méthanol est déterminée a partir des
équations de la régression linaire de courbe d’étalonnage exprimées en pg. Eq acide gallique

par mg d’extrait (Figure 17).

14 + v =0,0026x
R*=0,0017
E 12 -
c
8 -
™~
m
i 08
~
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=
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o
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I:I T T T T T 1
a 100 200 300 400 500 &00
Concentration en pg/mg

Figure 17: Courbe étalon de I’acide gallique.
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Le dosage des polyphénols a été réalisé en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a 2%.
Malgre la sensibilité et la simplicité de cette méthode qui est largement utilisée, elle n’est pas

spécifique des Polyphénols.

En effet, le réactif peut réagir avec des protéines, des sucres, 1’acide ascorbique et des
composés soufrés, ce qui peut influencer les résultats obtenus (Singleton et Rossi, 1965). En
ce qui concerne notre étude, I’analyse des composés phénoliques montre que la teneur en

Polyphénols enregistrée dans cette étude est de 118.07 pg. EA par mg d’extrait.

Des études récentes ont montré que les teneurs en composés phénoliques et surtout le
Polyphénol, changent de fagon considérable d’une espéce a une autre et a I’intérieur de la
méme espece, a cause des facteurs extrinséques (température, climat...), génétiques (la variété
et I’origine d’espéces), physiologiques (le degré de maturation des algues, les organes utilisés)

et de la durée de stockage (Maisuthisakul et al., 2007; Ksouri et al., 2009).

1.2.2 Taux de Flavonoide totaux dans I’extrait d’algue Rouge ‘C. officinalis’

Equations de la régression linéaire de courbe d’étalonnage exprimées en pg. Eq

Querceétine par mg d’extrait (Figure 18).

2.5 7 v=0,0154x
R®=0,098
2 -
£
s 15
T 1
o]
(=1
0,5 -
o . . . . . )
0 20 40 60 80 100 120 140
Concentrationen pg/mg

Figure 18 : Courbe étalon de Quercétine.
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La teneur en flavonoide est déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage a la
Quercétine. La teneur en flavonoides enregistrée dans cette étude est de 48.44 ug EQ/mg
extrait, ce résultat est en accord avec d’autres travaux ou ils ont trouvé qu'il existe seulement
peu données concernant le contenu en flavonoides dans les algues marines (Meenakshi and
Gnanambigai,2009 ; Sava and Sirbu, 2010 ; Zeng et al., 2001).

Selon (Ravel et al., 2005), les méthodes de conservation et d’exposition a la lumiére
des algues peuvent affecter la teneur en flavonoides. Par ailleurs, il est rapporté que les
teneurs en flavonoides dans les algues marines varient pour plusieurs raisons a savoir

I’espéce, la saison et ainsi que les conditions geographiques (Sarojini et al., 2012).

Tableau 05 : Teneurs en Phénols totaux, et en flavonoides de 1’extrait brut d’algue rouge

‘C. officinalis”’.

Phénols totaux Flavonoides
(ng EA/mg extrait) (ng EQ/mg extrait)
Extrait Brut 118.07 48.44

D’apreés ces résultats nous constatons que C. officinalis est riche en phénols totaux

(118.07 ng EA/mg extrait) par rapport les flavonoides totaux (48.44 ng EQ/mg extrait).

I est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car I’utilisation

de différentes méthodes d’extraction, réduit les possibilités de comparaison entre les études

(Trabelsi et al., 2010).

De ce fait le méthanol reste le meilleur solvant pour extraire ces composés, cette

affinité est appuyée par plusieurs travaux (Abdille et al., 2005).

1.3. Evaluation du pouvoir antioxydant
L'activité antioxydante de I’extrait algue rouge ‘C. officinalis’ est évaluée par deux
tests qui sont le test de réduction du radicale libre DPPH et la méthode de réduction du fer
FRAP.
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1.3.1 Test de réduction du radical libre le DPPH

L’activité antioxydante est évaluée en utilisant la méthode du test DPPH. Le composé
chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical de couleur violacée qui absorbe dans
I’UV- visible a la langueur d’onde de 517nm, suivie par spectrophotomeétrie. Il fut I’un des

premiers radicaux libres utilisés pour étudier I’activité antioxydante des composés phénolique.

Dans ce test, le substrat est un radical libre qui, en réagissant avec une molécule
antioxydante, se transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) avec perte de son
absorbance caractéristique a 517 nm. Les réactions ont lieu a température ambiante et en
milieu éthanolique, qui permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce test

est trés utilisé, car il est rapide et facile, Malgré qu’elle soit couteuse.

L’étude quantitative d’acide ascorbique de 1’algue rouge ‘C. officinalis’, est réalisée
par des dosages spectrophotométrique. La teneur en vitamine C est exprimé en microgramme

d’équivalent 1’acide ascorbique par gramme d’extrait (Figure 19).
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Figure 19: Courbe étalon d’acide ascorbique.
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1.3.2 Calcul des pourcentages d’inhibitions 1%

Les résultats du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par 1’extrait méthanolique
de I’algue rouge C. officinalis sont illustrés dans le Tableau 06 et la Figure 20.
Ces résultats sont comparés aux pourcentages d’inhibition par un puissant antioxydant (acide

ascorbique) utilisé dans cette étude comme témoin positif (Figure 20).

D’apres le Tableau 06 et la Figure 20, le pourcentage d’inhibition de I’extrait varie entre
11,2% et 55.5%. Le pourcentage d’inhibition le plus élevé (55,5%) est enregistré avec la
concentration de 1’extrait méthanolique (6,25pg /ml).

Comparativement a la littérature, les travaux de Tefiani (2015), a obtenu le plus grand
pourcentage d’inhibition (7%0) avec la concentration (Img/ml). Les valeurs obtenues dans
notre étude sont par conséquent tres intéressante, vue que si on considére une concentration de
I’ordre de 1Img/ml de notre extrait métanolique, elle va correspondre a un pourcentage
d’inhibition de 8.88 %.

Nous calculons les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :
1%=((Ac-At)/Ac)*100
Ac : Absorbance du contréle négatif.
At : Absorbance de I’extrait.

Les résultats sont représentés sur la Figure 20 et le Tableau 06

Pourgentage d'inhibition (%)
y=-1,086x + 66,721

0.8 -
0.7 - y =0.1146x ¢
R?2=0.9429
S 0.6 - \/

€

L eL e €0.5 -
=¢=—"9% d'inhibition N
i

n 0.4 -

Linear (% d'inhibition ) 80'3 4 # Seriesl
(a]
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0.1 -
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Figure 20 : Effet antiradicalaire des extraits eau-méthanol d’algue ‘C. officinalis’ sur la

réduction du DPPH effet de 1’acide ascorbique.
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Tableau 06: Les pourcentages d’inhibition de 1’extrait méthanolique (teste DPPH) et

’acide ascorbique par déduction de la courbe de pourcentage d’inhibition.

Concentrations 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56
testées (pg/ml)

Pourcentage
d’inhibition de
’acide ascorbique /5.1 61.3 41 28.1 15.4 11.2
(%)
Pourcentage
d’inhibition de
I’extrait 11.2 43.9 47.9 55.5 46.7 15.1
méthanolique

DPPH(%)

1.3.3 Evaluation de I’IC50

L'IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la

valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est élevée.

La concentration de I’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire,
est calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de

différentes concentrations d’extrait prépare.

La concentration de I’acide ascorbique qui inhibe 50% du DPPH (IC50) est évaluée
graphiquement . L’acide ascorbique présente donc un faible (IC50), ce qui est en accord avec

le pouvoir antiradicalaire élevé obtenu.
L'IC50 est déterminée a partir d’'une courbe de pourcentage d’inhibition du radical

libre DPPH enregistrée dans cette étude est 153.9 ng /ml, cette valeur reste nettement

inferieur a celle de 1’acide ascorbique (436.30pg/ml).
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1.4. Test de la réduction du fer FRAP

Le pouvoir réducteur a été déterminé selon la méthode d’Oyaizu (1986). Sur la base
des données qui représente 1’absorbance en fonction des différentes concentrations du
standard d’acide ascorbique, nous avons construit la courbe de régression ci dessous (Figure
21).

La présence des réductants dans 1’extrait provoque la réduction de fer Fe** complexe
ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en
surveillant l'augmentation de la densité de la couleur bleu vert dans le milieu réactionnel a
700 nm.

Cette derniere est un essai simple, rapide et reproductible. Il est universel peut étre
appliqué aussi bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et aqueux
(Li etal., 2008).Le controle positif utilisé pour cette activité est 1’acide ascorbique testé a

différente concentration, les résultats obtenus sont représentés dans la Figure 21.

Les valeurs de IC50 correspondant a la concentration qui assure une absorbance de
0,5 et déterminé des graphes de concentration d’extraits en fonction de la DO, nous ont
permis de calculées d’évaluer et comparer 1’efficacité des différents extraits, plus la valeur est

petite, plus ’effet réducteur du fer est €leve.

IC50 est déterminée a partir d’une courbe de pourcentage d’inhibition de FRAP
enregistrée dans cette étude est 31.40 pg /ml, cette valeur reste inferieur a celle de 1’acide

ascorbique (436.30pg/ml).

Lt sas o _
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. 0.7 - y =11 AbX
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Figure 21 : Effet anti radicalaire d’extraits eau-méthanol d’algue ‘C. officinalis’ sur la

réduction du Fer effet de I’acide ascorbique.

Concentrations 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56
testées (pg/ml)

Pourcentage
d’inhibition de
I’acide ascorbique 75.1 61.3 41 28.1 15.4 11.2
(%)
Pourcentage
d’inhibition de
Pextrait 44.9 71.6 85.1 - 91.80 91.9
méthanolique

FRAP (%)

Tableau 07: Les pourcentages d’inhibition de I’extrait méthanolique (teste FRAP) et I’acide

ascorbique par déduction de la courbe de pourcentage d’inhibition.

Les résultats du pourcentage d’inhibition du Test de la réduction du fer FRAP par I’extrait
brut méthanolique de I’algue rouge C. officinalis sont illustrés dans le Tableau 07 et

la Figure 21.

Ces résultats sont comparés aux pourcentages d’inhibition par un puissant antioxydant

(Acide ascorbique) utilise dans cette étude comme témoin positif (Tableau 07).

D’apres le Tableau 07 et la Figure 21, le pourcentage d’inhibition de 1’extrait varie entre
44, 9% et 91.9%. Le pourcentage d’inhibition le plus élevé (91.9%) est enregistré avec la

concentration de I’extrait méthanolique (1,56 pg /ml).
Comparativement avec le pourcentage d’inhibition de Test de la reduction du fer FRAP, la

plus grande valeur enregistrée est (91.9%).Par rapport de Test de réduction du radical libre le
DPPH on a obtenue (55.5 %0).
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Conclusion Et Perspectives

Dans cette étude, nous avons constaté que I’extrait de I’algue rouge Coralina officinalis
est riche en polyphénols totaux (118.07 pg EA/mg d’extrait), et qui est responsable a des
effets antioxydants important sur le DPPH, FRAP.

Les résultats d’extraction de la mati¢re végétale obtenus montrent que 1’extrait brut eau-

méthanol de C. officinalis est récupéré avec un rendement de 6.5%.

En paralléle ; la quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode (Ardestani et
Yazdanparast, 2007), nous a permis d'observer également une teneur dans I'extrait étudié de
48.44 ng EQ/mg d’extrait.

La méthode d’extraction joue un role important dans la détermination du rendement ainsi
que la composition chimique de 1’extraits préparés .Le rendement d'extrait dépend de la nature

du solvant utilisé et des propriétés chimiques des molécules a extraire (Michel et al., 2012).

Ce travail avait pour objectif d’évaluer in vitro I’activité antioxydante de 1’algue rouge C.
officinalis par la méthode colorimétrique, récolté de la région de Bosquet Wilaya de

Mostaganem.

Trés peu de travaux ont été réalisés sur 1’étude des propriétés antioxydantes des algues ceci

nous a insisté de rechercher 1’effet antioxydant sur I’algue rouge genre C. officinalis.

Ces premiers résultats sont encourageants et font de 1’algue rouge locale étudiée une source
naturelle trés intéressante qui peut étre utilisée a des fins thérapeutiques et dans le but de

renforcer 1’antibiothérapie.
Afin d’approfondir ce travail de recherche, nous proposons les perspectives suivantes :
- Il serait intéressant de travailler sur d’autres sites avec un nombre plus élevé d’especes.
- De purifier et d’identifier les molécules responsables de I’activité antioxydant des
algues marines en générale.
- Evaluation de I’activité antioxydante de cette algue par d’autres méthodes in vitro.

- Recherche d’autres activités biologiques (antidiabétique, antimicrobienne etc.).

Conclusion Et Perspectives
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