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Résumeé

Le potentiel des constituants antioxydants des végétaux pour la prévention des
cancers, des maladies cardiovasculaires, maladie d’Alzheimer et de la
peroxydation lipidique est largement évoqué par plusieurs scientifiques. En
effet, les différentes études expérimentales renforcent 1’hypothése selon laquelle
le stress oxydatif est directement impliqué dans 1’apparition de ces maladies.
Pour lutter contre les radicaux libres nocifs, notre organisme possede des
systéemes de défenses antioxydants. Pour renforcer les défenses antioxydantes de
I’organisme et prévenir 1’apparition de 1ésions dues a I’oxydation, les chercheurs
se sont interrogés sur l’utilit¢ de différentes molécules antioxydantes en
supplémentation dans 1’alimentation (vitamines, caroténoides, composes
phénoliques...etc.).

La cOte Algérienne est particulierement riche en algues et constitue une
réserve d'especes avec un potentiel économique, social et écologique
considérable.

Dans ce travail ’activité antioxydante et antiradicalaire de I’algue marine
rouge Asparagopsis armata étaient étudiées en utilisant le méthanol et le
dichlorométhane comme solvants d’extraction. Un rendement d’extraction de
0.3% pour le dichlométhane et 20.1% pour le methanol a été obtenu par
macération sous agitation. Les analyses phytochimiques montrent que I’algue
marine rouge est riche en polyphénol (7,4 EAG mg/g résidu sec pour le DCM, et
7.98 EAG mg/g pour le méthanol), en flavonoides (24.00 (x6.8) EQ mg/g résidu
sec pour le DCM), et en caroténoides (162.2 + mg/g résidu sec pour le DCM et
255.60£12.56 mg/g pour le méthanol).

La mesure de I’activité antioxydante et du pouvoir réducteur des extraits de
I’algue marine rouge par les méthodes DPPH et FRAP respectivement, montre
qu’ils possédent un pouvoir antioxydant et réducteur plus ou moins faibles par
rapport a ceux déterminés avec l’acide ascorbique. L’algue marine rouge
Asparagopsis armata peut étre considérée comme une source prometteuse de
nouveaux agents antioxydants.

Mots clés: Algue, Asparagopsis armata, méthanol, dichloromethane,
antioxydante, antiradicalaire.



Abstract

The potential of antioxidant constituents of plants for the prevention of
cancers, cardiovascular diseases, Alzheimer's disease and lipid peroxidation is
widely mentioned by several scientists. Indeed, the various experimental studies
reinforce the hypothesis that oxidative stress is directly involved in the onset of
these diseases. To fight against harmful free radicals, our body has antioxidant
defense systems. To strengthen the body's antioxidant defenses and prevent the
appearance of lesions due to oxidation, the researchers wondered about the
usefulness of different antioxidant molecules in supplementation in the diet
(vitamins, carotenoids, phenolic compounds, etc. . .).

The Algerian coast is particularly rich in algae and constitutes a reserve of
species with considerable economic, social and ecological potential.

In this work the antioxidant and antiradical activity of the red seaweed
Asparagopsis armata were studied using methanol and dichloromethane as
extraction solvents. An extraction yield of 0.3% for dichloromethane and 20.1%
for methanol was obtained by maceration with stirring. Phytochemical analyzes
show that red seaweed is rich in polyphenol (7.4 EAG mg/g dry residue for
DCM, and 7.98 EAG mg/g for methanol), flavonoids (24.00 (£6.8) EQ mg/ g
dry residue for DCM), and carotenoids (162.2 + mg/g dry residue for DCM and
255.60 = 12.56 mg/g for methanol).

The measurement of the antioxidant activity and the reducing power of the
extracts of the red seaweed by the DPPH and FRAP methods respectively,
shows that they have a more or less weak antioxidant and reducing power
compared to those determined with the acid ascorbic. The red seaweed
Asparagopsis armata can be considered as a promising source of new
antioxidant agents.

Keywords: seaweed, Asparagopsis armata, methanol, dichloromethane,
antioxidant, antiradical.
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Introduction

De nombreuses études ont montré que le milieu marin est une ressource
précieuse de diversité biologique et chimique, renfermant un grand nombre de
composés naturels biologiquement actifs mais peu exploités. En effet, les algues
ont développé un répertoire chimique tres varié et produisent un grand nombre
de métabolites secondaires aux activités biologiques différentes, et jouent un
r6le écologique et économique trés important représentant ainsi des pistes utiles
dans le développement de nombreux domaines. Les algues marines rouges ont
été reconnues comme une source tres riche de molécules organiques nouvelles et
inhabituelles aux propriétés variées. Parmi les algues rouges, les espéces
d’Asparagopsis (Bonnemaisoniales, Rhodophyta) telles que Asparagopsis
armata et Asparagopsis taxiformis, qui ont montré de nombreuses activités
biologiques, antifongiques, antibactériennes et antioxydantes.

Récemment, une des préoccupations majeures des industriels du domaine
agro-alimentaire et pharmaceutique concerne la substitution des antioxydants
synthétiques comme 1’hydroxyanisolbutylé (BHA) et I’hydroxytoluénebutylé
(BHT) par les antioxydants naturels vue que ces composés sont averés toxiques
provoquants des dommages hépatiques, du cancer, des altérations des activités
enzymatiques, et des réactions allergiques (El-Baky et al., 2009 ; Zhang et al.,
2007).

Dans le corps humain, les produits chimiques exogénes et les processus
métaboliques pourraient produire fortement des radicaux libres, particulierement
I’espéce réactive d'oxygene (ERO), capable d'oxyder les biomolécules, ayant
pour résultat la mort des cellules et la destruction des tissus (Halliwell et
Gutteridge, 1984).



Introduction

Dailleurs, ces radicaux libres sont potentiellement impliqués dans le début
de beaucoup de maladies telles que le cancer, I’arthrite rhumatoide et
I’athérosclérose aussi bien que dans les processus dégénératives liés au
vieillissement (Halliwell et Gutteridge, 1984). Pour cela, les antioxydants
naturels représentent des outils prometteurs pour se protéger contre les
dommages cellulaires causés par les radicaux libres (Roy et al., 2011).

Les algues marines sont une excellente source de substances bioactives
comme les caroténoides, les composés phénoliques, les fibres alimentaires, les
vitamines, les acides gras essentiels, les protéines et les sels minéraux (Chandini
et Bhaskar, 2008). Les métabolites trouves au sein des algues marines ont des
activites antioxydante, antimicrobienne, antivirale, anti-mutagenique, anti-
tumorale, antidiabétique et anti-hypertensive (Andrade et al., 2013).

Plusieurs travaux ont montré que les algues marines et en particulier les
algues brunes et rouges ont des propriétés antioxydantes intéressantes vue leur
richesse en composés phénoliques (phloroglucinol, phlorotannins et
fucoxanthine), en caroténoides, en vitamines (A, C et B), en polysaccharides
sulfatés, et en acide gras polyinsaturés (Ye et al., 2009 ; Farvin et Jacobsen,
2013 ; Balboa et al., 2013 ; Gupta et Abu-Ghannam, 2011).

Des études antérieures ont souligné I'importance de valoriser la biomasse
abondante des espéces de macroalgues invasives comme A. armata (Pinteus et
al ., 2018).

D’aprés nos connaissances, Seulement les propriétés antimicrobiennes des
algues marines d’Algérie ont été étudiées (Saidani et al., 2012) tandis que leurs
activités antioxydantes n’ont pas regu une attention similaire.

Il est toutefois intéressant de souligner qu’a nos connaissances actuelles,
aucune tentative n'a éte faite pour explorer le pouvoir antioxydant de l'algue

rouge Asparagopsis Armata du littoral algérien.
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Pour répondre a cette problématique, I’objectif principal de cette étude est de
connaitre le profile phytochimique de I’algue marine rouge A. armata récoltée
sur la cote ouest algérienne (Salamandre-Mostaganem). D’autre part, notre but
¢tait d’évaluer le pouvoir antioxydant et anti-radicalaire des extraits organiques
de cette algue marine.

Ce mémoire comporte quatre principales parties, qui développent chacune des
points particuliers :

] La premiére partie correspond a un rappel bibliographique sur 1’algue
marine rouge Asparagopsis armata et le stress oxydatif.

[ La deuxieme partie de ce manuscrit présente la méthodologie appliquée
tout au long de ce travail. Elle expose d’une part le site de la collecte de 1’algue
ainsi que le protocole d’extraction en utilisant le méthanol et e
dichlorométhane comme solvants organiques. D’autre part, les tests
antioxydants utilisés.

] La troisieme partie permet d’apprécier I’ensemble des résultats concernant
I’activité antioxydante et antiradicalaire de 1’Asparagopsis. Armata, et de
discuter ces resultats.

1 La quatrieme partie correspond a une conclusion générale dans laquelle,
nous tentons de mettre en avant les points importants apportés par ce travail,

ainsi que de futures perspectives.
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CHAPITRE I Généralités sur les algues marines

I. Définition des Algues

Les algues sont des organismes photosynthétiques que I'on trouve dans les
milieux aquatiques d'eau douce ou marins, ainsi que dans de nombreux milieux
terrestres. Elles comprennent environs 20 000 a 30 000 especes dans le monde,
soit 18% du regne vegétal (Garon-Lardiere, 2004).

I. 1. Classification des algues

Leur appareil vegétatif ou thalle est extrémement variable, aussi bien en
forme qu'en dimension. Il peut ainsi étre formé d'une seule cellule allant de
quelques dizaines de microns a une dizaine de centimeétres ; il peut au contraire
comporter de trés nombreuses cellules et atteindre plusieurs dizaines de metres
de longueur. Les algues se distinguent donc des autres végétaux par leur thalle,
appareil végeétatif uni- ou pluricellulaire, dépourvu de racines, de tiges et de
feuilles.

Les cellules des algues possédent les mémes éléments de structure que celles
des plantes supérieures. Elles ont une paroi cellulaire partiellement cellulosique,
des petits noyaux et des plastes pigmentés ou chromatophores (comportant de la
chlorophylle souvent masquée par des pigments surnuméraires qui donnent aux
thalles des couleurs rouge, brune, verte ou bleue). C'est ainsi qu'un des criteres
de classification des algues est leur pigmentation, qui permet de définir plusieurs
grands groupes : les algues rouges (6 000 especes), les algues brunes (2 000
especes), les algues vertes (1 200 espéces) et les algues bleues (2 000 especes).
Ces dernieres sont des organismes  unicellulaires dépourvus de noyau
différencié : il s'agit de procaryotes, également nommées cyanobacteries. Toutes
les autres algues, uni- ou pluricellulaires, ont des cellules dont le noyau est
différencie (noyau individualisé entouré d'une membrane). Ce sont des

eucaryotes.
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I.1.1. Les algues vertes (Chlorophycées)

Elles sont de formes trés variéees, uni- ou pluricellulaires. Leurs plastes sont
colorés en vert par les chlorophylles a et b, auxquelles sont associés des
carotéenes et des xanthophylles. La photosynthése permet la formation d'amidon,
comme pour les plantes supérieures. La plupart des algues vertes vivent en eau
douce ou en milieux marins, mais certaines especes peuvent également se
développer sur terre.

Elles jouent un réle important dans I'oxygéenation des eaux, favorisant ainsi la
vie animale.
1.1.2. Les algues brunes (Phéophyceées)

La couleur brune de ces algues résulte de la dominance du pigment
xanthophylle, la fucoxanthine, qui masque les autres pigments (chlorophylle a et
c, ainsi que le béta-caroténe). 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.

1.1.3. Les algues rouges (Rhodophycées)

Les rhodophytes ou algues rouges 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.

Les algues rouges sont 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.
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1.2 .Reproduction des algues

Dans de tres nombreux cas, la reproduction des algues s'effectue par
multiplication végétative. Il s'agit d'une multiplication asexuée qui consiste soit
en la division d'une cellule isolée (cas des algues bleues), soit en une
fragmentation de thalle aboutissant a la formation de plusieurs organismes
identiques. Elle est souvent réalisée par la formation de cellules spécialisées : les
spores.

Les algues eucaryotes réalisent en plus une reproduction sexuée au cours de
laguelle I'union de deux cellules reproductrices, ou gametes, produit un oeuf, ou
zygote.

La reproduction des algues se déroule ainsi selon une alternance de phases de
reproduction asexuée assurée par les thalles (sporophytes), et de phases de
reproduction sexuée, assurée par des thalles producteurs de gameétes
(gamétophytes). Aux cycles d'alternance de génération plus ou moins variés
caractérisant leur reproduction, se superpose eégalement une alternance de phases

(de n a 2n chromosomes).

1.3. R6le économique des algues

On estime que sur notre planete, I'activité photosynthétique est a plus de 90%
le fait des algues marines, constituant ainsi notre principale source d'oxygene.
De nombreuses populations des régions cotieres utilisent quotidiennement les
algues marines pour leur alimentation. La propriété physiologique des algues
qui consiste a concentrer dans leurs cellules des oligo-éléments contenus dans
I'eau est désormais utilisée a des fins diététiques ou en thalassotherapie. Mais
I'exploitation industrielle des algues est essentiellement liée a I'extraction de
leurs phycocolloides, polysaccharides constituant la paroi des cellules, aux
propriétés texturantes. On distingue ainsi les agars et les carraghénanes, extraits

des algues rouges, des alginates, extraits des algues brunes.
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Les principales applications de ces phycocolloides sont dans le domaine de
I'agro-alimentaire, mais également dans des domaines variés tels que celui de la

cosmétologie ou encore de l'industrie des peintures.

I.4. Cas particulier de I’algue rouge Asparagopsis armata

Les algues sont des végétaux photosynthétiques répandus dans tous les
milieux aquatiques dont 1’appareil végétatif simple (car ne comportant ni racines
ni tige ni appareil vasculaire feuillé) est appelé thalle. Ce thalle peut étre
unicellulaire ou pluricellulaire.

Au sein du regne végetal les algues représentent les plus anciens organismes
vivants ; existants vraisemblablement depuis plus de trois milliard d’années
(painter ; 1982). Elles ne peuvent cependant étre assimilées a un ensemble
homogene, et sont ainsi distribuées en quatre classes principales ; basées
notamment sur leur pigmentation. Les cyanophycées (ou algues bleues) seraient
apparues les premicres il y a environ 3,7 milliards d’années, suivies des
Rhodophycées (algues rouges, 1,7milliard d’années), des phéophycées (algues
brunes, 1,1milliard d’année) (pérez, 1997).

L’algue sur laquelle notre recherche est portée, Asparagopsis armata,
appartient a la classe des algues rouges (Rhodophyta). Elle a été reconnue
depuis la fin des années 1800 pour étre une source riche d'halogenes, en

particulier le brome et I'iode.

1.4.1. Caractéristiques d'identification

L’algue rouge est caractérisée par deux stades morphologiquement différents
au cours de son développement, a savoir un stade gamétophyte et un stade
tétrasporophyte. Ses principaux stolons nus et cylindriques (mesurant 1 mm de
large, 200 mm de long) sont ramifiés de maniere irréguliére et présentent des
frondes touffues. Ses rameaux inférieurs sont longs et munis de crochets en

forme de harpon.
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1.4.2. Habitat et élements d'identification sur le terrain

Au stade gamétophyte, elle est de couleur pale rouge violacé et elle connait
une dégéneration rapide hors de l'eau, devenant nettement orange. Elle se
développe en tant qu'algue épiphyte fixée sur d'autres espéces d'algues, surtout
la Corallina sp. Au stade tétrasporophyte, c'est une algue rouge brunatre ramifiée
et filamenteuse, formant des touffes cotonneuses denses de 15 mm de diameétre.
Geénéralement, cette algue se développe sur les fonds rocheux au niveau de

I'étage infralittoral, de la surface jusqu'a 40 m de profondeur.

Figure 1: Asparagopsis armata (Otero et al., 2013).

1.4.3. Taxonomie

Les algues rouges, ou Rhodophycées, sont tres diversifiées et regroupent entre
5000 et 6000 especes réparties dans environs 680 genres. Elles comprennent
deux sous-divisions, les bangiophycées, et les floridéophycées dont
I’organisation végétative (Van den hoek et al., 1995) est différente, les premieres
pouvent étre qualifiées de « primitives ».

Asparagopsis armata Harvey (Harvey, 1855), est une algue rouge marine

pluricellulaire, dont la taxonomie complete est la suivante :
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Division : Rhodophyta

Classe : Rhodophyceae

Sous —classe : Florideophyceae
Ordre : Bonnemaisoniales
Famille : Bonnemaisoniaceae
Genre : Asparagopsis

Espéce : Asparagopsis armata

1.4.4. Reproduction

Elle est capable de reproduction sexuée et son cycle de vie est constitué de
deux phases (hétéromorphe diplohaplontique) caractérisées par deux principaux
stades morphologiquement différents au cours de son développement. Lors de
la phase gamétophyte, correspondant a la forme nommée Asparagopsis armata,
elle posséde des organes males ou femelles ; cette phase est suivie d'un stade
intermédiaire carposporophyte microscopique, puis de la phase tétrasporophyte,
initialement nommeée Falkenbergia rufolanosa. Les stades gamétophyte et
sporophyte sont également capables de reproduction végétative. En dérivant, les
gamétophytes s'accrochent facilement a d'autres algues grace a des rameaux
épineux et produisent de nouvelles pousses. La « Falkenbergia » se disperse

également en flottant.

1.4.5. Cytologie

Asparagopsis armata, phase gamétophytique d’Asparagopsis, est une espece
annuelle. Cette algue photophile se développe au niveau d’infralittoral
supérieur, entre la surface et dix meétres de profondeur, dans des zone
modérément battus (mode abrité) (Cabioc’h et al.,1992). Elle est le plus

souvent épiphyte d’autre algue, et colonise facilement les substrats artificiels.

10



CHAPITRE I Généralités sur les algues marines

Son thalle se présente sous forme de touffes roses au contour pyramidal de
15 a 30 cm de long. Il est ramifié, et est constitué par une alternance de
rameaux longs a croissance indéfinie, de rameaux courts, encore appelés
brachyblastes, et de rameaux épineux, en forme de « harpon », par
I’intermédiaire desquels les frondes d’Asparagopsis armata s’accrochent aux
algues environnantes. Ces deux dernies rameaux ont une croissance limitée
(Figure 3).

Les rameaux longs naissent a partir d’une cellule initiale terminale (apicale)
qui génére une file de cellule axiale trés allongées constituant le filament axial.
La structure du thalle uni axiale est donc formee par un tube creux, constitué
par ce filament axial et limité par un cortex cellulaire danse (Feldmann et
Feldmann, 1939). La ramification des rameaux longs est générée par le
cloisonnement oblique des cellules axiales, donnant naissance a deux cellules
péri axiales opposées. Chacune va alors générer un filament axial latéral qui va
se développer soit en rameaux courts pour I’un , soit en un nouveau rameau
long a croissance indéterminée ou axe secondaire pour I’ autre, ce dernier
ressemblant a 1’axe principal (Bonin et Hawkes, 1987 ; Feldmann et
Feldamann, 1939 ; Womersley, 1996) (Figure 2).

Les rameaux courts (brachyblastes), quant a eux , ont une structure plus
simple (Feldmann et Feldmann ,1942). Ils sont formés d’une seule file de
cellules qui se divisent ensuite par des cloisons paralleles a ’axe du rameau pour
donner naissance a une cellule centrale étroite (axe du brachyblaste) et a trois
cellules plus large entourant le filament axial et constituant les cellules
péricentrales. Ces dernieres ne sont pas disposées toutes les trois au méme
niveau, Mais alternent régulierement. Enfin, les rameaux épineux sont
géneralement disposés par paire a la base des axes secondaires, et sont produits
par des cellules axiales successives. Leur structure est identique a celle des

rameaux longs, mais ils sont assimilés a des rameaux a croissance définie.

11
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Stade gamétophyte
“Asparagopsis armata”

Carpospores
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Stade tetraporophyte
Falkenbergia rufolanosa

Figure 2 : Cycle de reproduction Asparagopsis armata (Otero et al., 2013).
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Figure 3 : Ramification du thalle chez Asparagopsis armata (Bonin et
Hawkes1987).
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1.4.6. Especes similaires

Il est aisé de confondre les gamétophytes de I'Asparagopsis armata avec un
autre envahisseur florissant, I'Asparagopsis taxiformis, mais |'Asparagopsis
armata se distingue par la présence de crochets en forme de harpon.
L'Asparagopsis armata est capable de survivre et de prospérer dans des milieux
plus froids que ceux de I'A. taxiformis qui préfére les eaux beaucoup plus
chaudes. L'ensemble du genre semble étre doté d'un potentiel d'invasion éleve.

Ces algues se dispersent avec les courants marins en s‘accrochant a des objets
flottants. Une autre espece exotique d'algues rouges, la Bonnemaisonia
hamifera, est présente dans des habitats similaires. Elle se distingue au stade
gametophyte par les ramifications modifiées qu'elle produit, ressemblant a des

crochets recourbés en forme de crosse.

1.4.7. Impacts écologiques

Ces impacts sont inconnus mais l'espeéce domine probablement les espeéces
autochtones en termes d'espace et de lumiere.
1.4.8. Impacts économiques

Des essais ont mis en lumiere les composés pharmaceutiques potentiels de
cette algue indiquant une activité antifongique et antibiotique.
1.4.9. Options en matiere de gestion

Des qu'elle devient envahissante, il est impossible de I'éradiquer ni méme de
la confiner. La maniere la plus efficace et la moins colteuse de contrbler

éventuellement cette espéce consiste a agir des le début du processus d'invasion.
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Chapitre Il. Généralités sur les oxydants, les antioxydants et le
stress oxydatif

1. Généralités

L'oxydation est essentielle a beaucoup d’organismes vivants pour la
production de I'énergie, pour alimenter les processus biologiques. Les radicaux
libres sont produits durant le métabolisme cellulaire normal et/ou pathologique
(Wong et Chye, 2009). Les cellules sont équipées avec plusieurs systemes de
défense contre les dommages du radical libre, incluant les enzymes oxydantes,
telles que, le superoxyde dismutase (SOD), le glutathion peroxydase et la
catalase, ou des composés chimiques, tels que 1’a-tocophérol, 1’acide
ascorbique, les caroténoides, les composés phénoliques (*Barros et al, 2008).

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont
produits en permanence en faible quantité. Cette production physiologique est
parfaitement maitrisée par des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par
rapport au niveau de radicaux présents. Dans ces circonstances normales, on dit
que la balance antioxydants/pro-oxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas,
que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme

de radicaux, I'exces de ces radicaux est appelé « stress oxydant » (Favier, 2003).

I1.1. Les radicaux libres
11.1.1 Définition

Un radical libre est une molécule avec un ou plusieurs électrons non
apparies dans l'orbitale externe. Cette proprieté les rend trés instable et tres
réactif, en essayant de capturer I'électron nécessaire a partir d'autres composeés
pour obtenir la stabilité. Lorsque la molécule attaquée perd son électron, elle
devient elle-méme un radical libre, commencant une reaction en chaine.
Plusieurs de ces radicaux libres sont sous forme d’especes réactives de I'oxygene
telles que: le radical superoxyde (O,"), le radical hydroxyle (OH"), le radical
pyroxyle (ROQ) , et de I’azote: tels que le radical oxyde nitrique (NO") .

15



Chapitre Il. Généralités sur les oxydants, les antioxydants et le

stress oxydatif

Ceux-ci peuvent se produire, en raison du stress oxydatif provoqué par un

désequilibre du systeme de défense antioxydant corporel. Les ERO attaquent les

molécules biologiques telles que les lipides, les protéines, les enzymes, I’ADN

et I’ARN menant aux dommages de la cellule ou du tissus liés au vieillissement

(Meenakshi et al., 2009 ; Surh et Packer, 2005).

11.1.2 Les types des radicaux libres

Les principaux ERO et les ERN sont présentés dans le Tableau (1) suivant :

Tableau 1: Les especes réactives de I'oxygene et de I'azote d'intérét biologique

(Devasagayam et al, 2004).

Espe_ces Symbole Demi-vie Réactivité / Remarques
réactives (en sec)
Espéces réactives de ’oxygéne
Superoxyde 0, 10° Geénéré dans les mitochondries, dans le
systéeme cardio-vasculaire et d'autres
Radical OH’ 10 Tres réactif, générés pendant la
hydroxyle surcharge en fer et les conditions de
notre corps.
Peroxyde H,0, Stable  Formé dans notre corps par un grand
d’hydrogene nombre des réactions et des rendements
puissants des espéces commeQOH’
Radical ROO’ 1 Réactif et formé a partir des lipides,
pyroxyle protéines, ADN, sucres, etc. pendant le
dommage oxydatif
Hydroperoxyde = ROOH Stable  Réagit avec les ions métaux transitoires
organique pour donner des especes réactives
Oxygéne O, 10° Tres réactif, forme au cours de la
singulet photosensibilisation et les réactions
chimiques
Ozone Os 1 Présente comme un polluant

atmosphérique, peut réagir avec
différentes molécules, ce qui donne O,
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Espéces réactives de I’azote

Oxyde nitrique NO’ 1 Neurotransmetteur et régulateur dela
pression artérielle, peut produire des
oxydants puissants pendant des
états pathologiques.

Peroxynitrite ~ ONOO™ 10 Fortement réactif,formé a partir de
NO'et O,"
Acide ONOOH Assez  Forme protonée de ONOO
Peroxynitrous stable
Bioxyde NO; 1 Formé au cours de la pollution
d'azote atmosphérique.

11.2 Les antioxydants
11.2.1 Définition

Tous les organismes possedent des systéemes de réparation et de défense
antioxydant, qui ont évolués pour les protéger contre le dommage oxydatif. Ces
systemes sont insuffisants pour empécher le dommage entiérement. Cependant,
les suppléments antioxydants, ou les aliments contenant les antioxydants,
peuvent étre employés pour aider le corps humain a réduire le dommage
oxydatif (Yang et al, 2002).

Un antioxydant est n'importe quelle substance qui, lorsqu'elle est présente a
des concentrations faibles par rapport a celles d'un substrat oxydable, retarde ou
empéche l'oxydation de ce substrat de maniere significative en donnant un
électron et/ou un atome d'hydrogene. Les antioxydants peuvent agir de
différentes manieres: par chélation des metaux (empéchant la formation des
radicaux libres), piégeage des radicaux libres, agissant comme une chaine de
rupture (arrétant la propagation des radicaux libres), faisant partie du réseau
antioxydant redox, et/ou de régulation de I’expression du gene (Celep et al.,

2012 ; Surh et Packer, 2005).
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Selon Vijay et Vimukta (2014) et Birben et al. (2012), les antioxydants sont

classés comme suit :
= Les antioxydants naturels : enzymatiques et non enzymatiques ;

= Les antioxydants synthétiques.

11.2.2 Antioxydants naturels
11.2.2.1 Antioxydants enzymatiques
11.2.2.1.1 Catalase

C'est une enzyme présente dans les cellules des plantes, des animaux et des
bactéries aérobies. La catalase est située dans une organelle cellulaire appelée le
peroxysome. Elle favorise trés efficacement la conversion du peroxyde
d'’hydrogéne en eau et oxygene moléculaire, une molécule de catalase peut
convertir environ 6 millions molécules du peroxyde d'hydrogene chaque minute
(Valko et al, 2006) selon la formule suivante :

H,O, + H,0, ——> 2H,0+0,

11.2.2.1.2 Superoxyde dismutase
L’activit¢ SOD constitue un ¢élément essentiel dans le systéme cellulaire
antioxydant pour protéger la matrice extracellulaire ainsi que les cellules contre
les effets délétéres de 1’0O°, et ses dérivés. Le SOD catalyse la dismutation de
1’07, en dioxygene et H,0, selon la formule suivante (Afonso et al. 2007):
0, +0%,+2H" ——>H,0,+0,

11.2.2.1.3. Glutathion peroxydase (GSH-Px) et réductase (GSH-R)

Les GSH-Pxs sont une famille des enzymes tetramériques qui contiennent
un acide aminé unique le sélénocystéine dans les sites actifs et utilisent les thiols
de faible poids moléculaire, tels que le glutathion réduit (GSH) (Birben et al,
2012) pour réduire le peroxyde d'hydrogene H,O, et les hydroperoxydes
lipidiques en eau (ou alcool) selon les formules (Valko et al, 2006):
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2GSHsquit + H,O, ——> GSSGOXydé + 2H,0
2GSHqit + ROOH —> GSSGgyyqs + ROH + H,0

11.2.2.2 Antioxydants non enzymatiques
11.2.2.2.1 Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments qui sont trouvés dans les plantes et les
micro-organismes. Il y a plus de 600 caroténoides produites dans la nature
(Valko et al, 2006). Ils incluent les hydrocarbures, le lycopéne, le B-caroténe, et
les xanthophylles (qui possédent une substitution hydroxyle et/ou carbonyle sur
I’'un ou les deux groupes des extrémités de la molécule), astaxanthine,
canthaxanthine, lutéine, et zéaxanthine (El-Agamey et al, 2004). L'activité
antioxydante des caroténoides provient principalement du fait de la capacité de
la structure a double liaison conjuguée a délocaliser les électrons non appariés.

Cela est principalement responsable de la capacité excellente de B-carotene
pour protéger physiquement 1’oxygéne singulet sans dégradation, et pour la
réactivité chimique de B-caroténe avec les radicaux libres, tels que ROO, OH" et
0,". A des concentrations suffisamment élevées, les caroténoides peuvent
proteger les lipides contre les dommages de peroxydation.

Généralement, trois mécanismes sont proposés pour la réaction de radicaux

libres avec les caroténoides: I’addition radicalaire, 1’abstraction d'hydrogéne du

caroténoide et la réaction de transfert des électrons (Valko et al, 2006).

11.2.2.2.2 Vitamine C

La vitamine C (I’acide ascorbique ou, 1’ascorbate) (Figure 4) est un
composé organique hydrosoluble indispensable pour la synthese des globules
rouges et du collagene, elle est obtenue principalement par 1’alimentation
(Vélez-Alavez et al, 2014). La vitamine C, a des propriétés antioxydantes et des
fonctions métaboliques importantes (Bourgeois, 2003), et agit comme un
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élément terminal dans la protection contre le dommage du tissu provoqué par les
radicaux libres, mais quand les deux vitamines C et E sont présentes, la fonction
majeure de la vitamine C est la restauration de la vitamine E (Vélez-Alavez et
al, 2014).

L
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O
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Figure 4: Structure de I’acide ascorbique (Birben et al, 2012).

11.2.2.2.3 Vitamine E

La vitamine E naturelle est constituée d’une série de compose€s appelés
tocophérols et tocotriénols qui se représentent sous forme de (a-, B-, y-, 6-)
(Figure 5). C’est dans la stéréochimie du RRR-a-tocophérol, que la vitamine E
présente ’activité biologique la plus élevée (Bourgeois, 2003).

Le a-tocopherol, la forme principale de la vitamine E, est un antioxydant
liposoluble, il fonctionne comme un antioxydant de rupture de chaines pour la
peroxydation de lipide (LP) dans les membranes cellulaires et également comme
un piégeur des ERO tel que I'oxygéne singulet (Barros et al, 2008).

La vitamine E est impliquée dans la réponse immunitaire, et peut étre 1’un
de ses fonctions physiologiques principales pour protéger les membranes contre
le dommage oxydatif (peroxydation de lipide) en réduisant les peroxydes

lipidiques en alcool (Vélez-Alavez et al., 2014 ; Bourgeois, 2003).
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. R'=CHs, R"=CHs
B- R'=CH;, R"=H

v R=H,R"=CH;

o R'=HR'=H

Tocotrienols

Figure 05: La structure de base des tocophérols et tocotriénols (Lampi, 2011).

11.2.2.2.4. Les polyphénols

e Définition : Les composés phénoliques sont des composés aromatiques
hydroxylés, possédant un ou plusieurs cycles aromatiques avec un ou
plusieurs groupements hydroxyle (Palacios et al, 2011). En nature, les
composés phénoliques sont habituellement trouvés conjugués aux
sucres et aux acides organiques (Matthews et al, 1997). Ils incluent un
grand nombre de sous classes, telles que les flavonoides, les acides
phénoliques, y compris les acides hydroxybenzoiques et les acides
hydroxycinnamiques, les stilbénes, les lignanes, les tannins, et les
polyphénols oxydes, montrant une grande diversité de structure
(Palacios et al., 2011).

e Classification des composés phénoliques : Les principales classes des

composés phenoligues sont indiquées dans le Tableau (2).
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Tableau 2 : Les principales classes de composés phénoliques (Macheix et al.,

2005).
Squelette Classe Exemple Origine (exemple)
carboné
Cs Phénols simples Catéchol
Cs-C; Acides p-Hydroxybenzoique Epice, fraise

hydroxybenzoique
Ce-Cs Acides
hydroxycinnamiques

Coumarines

Ce-C,4 Napthoquinones
Cs-C,-C5  Stilbénes
Cs-C5-Cs  Flavonoides

Flavanols
Anthocyanes
Flavanols
Flavanones
Isoflavonoides
(Ce-C3),  Lignanes

(Ce-C3),  Lignines

(Cis)n Tannins

Acide caféique,
férulique
Scopolétine,
esculétine
Juglone

Resvératrol

Kaempférol,
guercétine
Cyanidine,
pélargonidine
Catéchine,
épicatéchine
Naringénine
Daidzéine

Pinorésinol

Pomme de terre,
pomme

Citrus

Noix

Vigne

Fruits, 1égume, fleurs

Fleurs, fruits rouges

Pomme, Raisin

Citrus

Soja, pois

Pin

Bois, noyau des
fruits

Raisin rouge, kaki
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>

Roéle biologique des composés phénoliques

Les acides phénoliques : Les acides phénoliques ont des derives
hydroxylés des acides carboxyliques aromatiques, qui résultent du
groupe de l'acide benzoique ou de I'acide cinnamique. Ils ont une forte
activité inhibitrice de I'oxydation induite par les radicaux pyroxyles (Neo
et al., 2010). Les acides phénoliques sont également connus pour leurs
actions  antibactériennes, antivirales, anti carcinogénes, anti-

inflammatoires, et vasodilatrices (Ravichandran et al., 2012).

Les flavonoides : La meilleure propriété décrite pour chaque groupe de
flavonoides est leur capacité d'agir comme des antioxydants. Les
flavones et les catéchines semblent d’étre les flavonoides les plus
puissantes protégeant le corps contre les ERO. Les flavonoides et les
esters des acides phénoliques ont été également étudies pour leurs
activites  antibactériennes, antifongiques et antivirales, anti-
inflammatoires, particulierement le quercétine, possédant une activité
antidiabétique (Jain et al., 2010). Le kaempferol, le myricétine, et la
quercétine sont des inhibiteurs forts de la xanthine oxydase, et indiqués
dans le traitement de la goutte, du hyperuricemia, et des dommages de
reperfusion (Shohaib et al., 2011).

Les anthocyanes : Les anthocyanes ont des valeurs thérapeutiques
importantes, notamment des activités anti-tumorales, antiulcéreuses,
antioxydantes, et anti-inflammatoires. En outre, la cyanidine,
I'anthocyane aglycone, a montré une activité anti-inflammatoire plus
efficace que I'aspirine (Zhou et Singh, 2004 ; Blando et al., 2004).
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> Les lignines : Les lignines sont des polymeres phénoliques complexes
qui peuvent exercer des propriétés antioxydantes. En raison de la teneur
élevée des divers groupes fonctionnels (hydroxyles phénoliques et
aliphatiques,  carbonyls,  carboxyls,...etc.) et sa  structure
phenylpropanoique, la lignine peut agir comme un neutraliseur ou
inhibiteur des processus de [l'oxydation, stabilisateur des réactions
induites par des radicaux de I'oxygene et leur espéce dérivée. Elles ont
un effet protecteur sur [I'ADN et empéchent le processus de
mutagénicité ayant pour résultat un agent antimutagénique et

anticarcinogénique potentiel (Pouteau et al., 2003 ; Garcia et al., 2010).

> Les phlorotannins : Les phlorotannins constituent un sous-groupe de
tanins (Wijesinghe et Jeon, 2012). lls présentent des activites antivirales
et antiallergiques, et des effets anti-adipogéniques et neuroprotecteurs.
lIs ont une application potentielle dans le traitement de la maladie
d’Alzheimer, et sont des inhibiteurs de la formation de mélanine

(Stengel et al., 2011).

11.2.2.2.5 Les antioxydants non enzymatiques des macroalgues
Le Tableau (3) regroupe les principaux antioxydants identifiés au niveau

des macroalgues.
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Tableau 3: Les principaux groupes de composés antioxydants dans les

macroalgues (Cornish et Garbary, 2010).

C,a tggorle Exemplg des Source algale Référence
générale COMPOSESs
B-caroténe Chondrus crispus  Lohrmann et al, 2014
Mastocarpus
stellatus
Caroténoides  Fucoxanthine Algue brune Sachindra et al, 2007
Anthéraxanthine, Algue rouge Schubert et al, 2006

Lutéine,
Violaxanthine,
Zeaxanthine

Composés Stypodiol, Taonia atomaria  Nabhas et al, 2007
phénoliques isoepitaondiol,
taondiol
Terpénoides Cystoseira sp. Foti et al, 1994
Pigments Phycoerythrine, ~ Algue rouge en Romay et al, 2003;
phycobilines  phycocyanine géneral Sekar et chandramohan,
2008 ; Soni et al, 2009 ;
Yabuta et al, 2010
Catéchine, Halimeda sp. Devi et al, 2008
épicatéchine,
Polyphénols  gallate
Flavonoides Palmaria palmata Yuan et al, 2005

Phlorotaninns Sargassum Ye et al, 2008
pallidum Diaz-Rubio et al, 2009
Fucus vesiculosus
Fucoidane, acide Turbinaria Chattopadhyay et al,
alginique, conoides 2010
laminarane
Fucoidane Laminaria Luo et al, 2009
japonica
Galactane Certaine algue Rocha de souza et al,
Polysaccharid sulphatés (lambda rouge marine 2007 ; Barbona et al,
es sulphatés  carrageenane) 2011
Galactanes La plupart est Costaetal, 2010

algue rouge
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Glycosamino- Sargassum wightii  Josephine et al, 2008
glycane sulphaté
Porphyrane Porphyra sp. Athukorala et al, 2006
Ascorbate Chondrus crispus  Lohrmann et al, 2004
Vitamines Mastocarpus
stellatus
Sargassum sp. Garcia-Casal et al, 2009
Vitamine A Kappaphycus Kumar et al, 2008
alvarezii

11.2.3 Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthetiques sont des composés phénoliques synthetisés au
laboratoire et ont été employés dans la stabilisation des aliments. Les plus
largement utilisés sont I’hydroxyanisole butylé (BHA), I’hydroxytoluéne butylé
(BHT), I’hydroxyquinone butylétertiaire (TBHQ), et le gallate de propyle (PG)
qui sont souvent ajoutés aux aliments pour preserver les graisses contre la
détérioration oxydative (Tableau 4). Pendant les derniéres décennies, il y a un
intérét croissant pour le remplacement des antioxydants synthétiques par des
alternatives naturelles, a cause de leurs problemes de sécurité et de toxicité
(Cheung et al, 2003 ; Shalaby et al, 2013 ; Zhang et al, 2007).
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Tableau 4: Structures de quelques antioxydants synthétiques (Schillaci et al,

2013).
Nom Structure
BHT (E321) I
H3C‘-.O HSC-\D
BHA (E320) (2
isomeéres)
OH OH
OH
PG (E310) HO
HO O

OH

TBHQ (E319)

OH

1.3 Le Stress oxydatif

Les cellules vivantes, y compris ceux de I'nomme, les animaux, et les plantes,
sont continuellement exposées a des variétés de défis qui exercent un stress
oxydatif. Le stress oxydatif survient dans un systeme biologique aprés une
augmentation de 1’exposition des oxydants, et une diminution de la capacité
antioxydante du systeme. Il est souvent associé avec ou mene a la génération des
especes réactives de l'oxygene (ERO), y compris les radicaux libres, qui sont

fortement impliqués dans la physiopatholologie des maladies, telles que le
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cancer, I’arthrite rhumatoide, la cirrhose et 1’artériosclérose aussi bien que des
processus dégenératifs liés au vieillissement (Barros et al, 2008). Le stress
oxydatif est impliqué dans de trées nombreuses maladies comme un facteur
déclenchant ou associé a des complications de I'évolution. La plupart des
maladies induites par le stress oxydatif apparaissent avec l'age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production
mitochondriale de radicaux. En faisant apparaitre des molécules biologiques
anormales et en sur exprimant certains genes, le stress oxydatif sera la principale
cause initiale de plusieurs maladies: cancer, cataracte, sclérose latérale
amyotrophique, syndrome de détresse respiratoireaigue, cedéme pulmonaire,

vieillissement accéléré (Favier, 2003).
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111.1 Matériel

I11.1.1 Présentation du site d’échantillonnage de I’algue marine
rouge

L’algue marine rouge Asparagopsis armata est récoltée a une profondeur
d’environ 50 cm de la surface d’eau de meére de la plage « Salamandre » de la
Wilaya de Mostaganem. L’échantillonnage a ¢été effectué pendant le mois de
Février 2023. Les échantillons d’algue sont séchés a température ambiante et a
I’abri de la lumiere puis broyés en poudre fine a I’aide d’un mixeur qui sera

stockée dans un flacon en verre.

Figure 7: La cOte marine Salamandre de la région de Mostaganem ou 1’algue

marine rouge a été récoltée.
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111.1.2 Produits chimiques

Le 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle (DPPH), le Folin-Ciocalteu (FC), le
TPTZ  (2,4,6-tris-2,4,6-tripyridyl-2-triazine), le persulfate de potassium
(K2S,0g), le carbonate de sodium (Na2 CO3), le chlorure ferrique hexahydraté
(FeCl3.6H20), sont fournis par Sigma-Aldrich-Aldrich Inc. (St Louis, Missouri,
Etats-Unis). L'acide L-ascorbique (AA), l'acide gallique (AG), le méthanol, la
quercétine, le dichlorométhane (DCM), le chlorure d’aluminium (AICl;
anhydre) et le nitrite de sodium ont été fournis par Fluka (Deisenhofen, Suisse).

Tous les autres produits chimiques sont d’un grade analytique.

111.2 Méthodes

11.2.1 Préparation des extraits methanolique et

dichlorométhanique

10 g de poudre des algues marines sont introduites dans un flacon en verre
contenant 100 ml de solvant organique (méthanol ou dichlorométhane) pour une
macération de 24 heures a température ambiante sous agitation a 250 tr/min.
Apres filtration du macerat sur papier filtre, les filtrats obtenus sont ensuite
centrifugés a 2000 tr/min pendant 10 min. Les surnagents sont regroupés puis
¢vaporés a sec sous vide a 1’aide d’un évaporateur rotatif (BiichiRotavapor R-
144, Suisse) a 40°C. L’extrait sec est dissout dans un volume approprié de
méthanol (99.5%) pour avoir une concentration finale de 100 mg/ml. L’extrait
algal est stocke au réfrigérateur a +4 °C dans un tube en verre fermé

hermétiquement pour une utilisation ultérieure.

Le rendement d’extraction est déterminé a 1’aide de 1’équation suivante:

masse de l'extrait apres evaporation du solvant
Le rendement = — —x100
masse de la poudre d'algue utilisée pour l'extraction
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Le rendement d’extraction est exprimé en gramme de résidu sec par 100

grammes de la matiére algale séche.

Matiére seche : Asparagopsis armata

10 a de MS
3

Macération

100 ml (méthanol, acétone,
hexane et dichlorométhane)

Filtratic

Papier Watitman
A

Evaporation

A

Extrait brut

Légende

A: Llalgne séchée et broyvée.

B: Matiére séche de 'algue obtene apres
brovage.

' Macération sons agitation contimie
(250 tr=/1min).

D: Evaporation sons vide dans un Rota Vapor.

E: Extrait bmit récupéré avece du DMSO.

Figure 8 : Le protocole d’extraction

111.2.2 Dosage des polyphénols totaux
111.2.2.1 Principe de la méthode

La méthode adoptée pour le dosage des polyphénols totaux des extraits
dichlorométhanique et méthanolique des algues marines est celle décrite par
Waterhouse (2001).
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Cette méthode est basée sur la réaction des composés phénoliques avec le
réactif de Folin-Ciocalteu.

Ce réactif de couleur jaune est constitu¢é d’un mélange d’acide
phosphotungstique ~ (H3PW12040) et d’acide  phosphomolybdique
(H3PMO12040), est réduit lors de I’oxydation (Ribéreau-Gayon, 1968) par les
groupements hydroxyles des phénols (vermerris et nicholson, 2006), en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite,
dont I’absorption maximale est comprise entre 725 et 765 nm est proportionnelle
a la quantité des polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ribéreau-
Gayon, 1968).
111.2.2.2 Protocole expérimentale

Le dosage des polyphénols totaux des extraits de 1’algue marine rouge
Asparagopsis armata est réalisé par la méthode décrite par Waterhouse (2001).
Un volume de 40 ul de 1’échantillon convenablement dilué ou de solution de
standard, est introduit dans un tube a essai contenant initialement 3.16 ml d’eau
distillée et 40 pul de méthanol pur. On ajoute ensuite 200 pl du réactif de Folin-
Ciocalteu et on I’agite. Aprés 3 minutes, une solution de Na2CO3 d’une
concentration de 200g/l (600 pl) est ajoutée tout en agitant. Apres une
incubation de 30 min a 40° C, ’absorbance est mesurée a 765 nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre UV-Visible, contre un blanc (le méme mélange excepté
I’échantillon qui est remplacé par le MeOH). Les résultats sont exprimés en
milligramme équivalent d’acide gallique par g du poids du résidu sec de I’algue
(mg EAG/g) (Figure 9).

Tous les essais sont reproduits au moins trois fois.

111.2.3 Dosage des flavonoides
111.2.3.1 Principe de la méthode

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux dans les extraits organiques de

I’algue rouge est déterminée par la méthode de Bahorun et al., (1996).
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Les flavonoides possedent un groupement hydroxyl (OH) libre, en position 5
qui est susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec
le chlorure d’aluminium (Boulekbache, 2005). Les flavonoides forment des
complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le

3+
I

fait que le métal (Al°") perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d’oxygene

de la molécule phénolique agissant comme donneur d’€lectrons (Ribérau-
Gayon, 1968).
111.2.3.2 Protocole expérimentale

La teneur totale en flavonoides des extraits d’algue marine est mesurée selon
la méthode spéctrophotmétrique décrite par (Kim et al, 2003). 500 pl de I'extrait
sont ajoutes a 150 pl de la solution de nitrite de sodium (5%) suivie par
I’addition de 300 pl de chlorure d’aluminium a 10%. Les tubes a essai sont
incubés a une température ambiante pendant 5 min, puis 1 ml d'hydroxyde de
sodium (1M) est ajouté. L'absorbance du mélange est lue a 510 nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre UV/Vis. La teneur en flavonoides a été calculée a partir
d’une courbe d’étalonnage réalisee par la quercétine a différentes concentrations
dans les mémes conditions que les échantillons (Figure 09). Les résultats sont

exprimés en milligramme équivalent de quercétine par gramme de la plante.

Y=112% o8
R? = 09943 (A) AbSssonm =2,762172 x [QUErCEtine] mym) (B)

2 _
08 4 R°=0.9974

0,6

05

4510 nm

orbance

04 |

Absorbanee i 765 mm

0,2 1

0,0

00

T ! T 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
0,0 02 04 05 08
Quercétine (mg/ml)

Acide gallique (mg/ml)
Figure 9 : Courbes d'étalonnage pour le dosage des (A) polyphénols totaux et

(B) des flavonoides.
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111.2.4 Dosage des caroténoides

Les teneurs des caroténoides dans les extraits de 1’algue ont été
déterminées par la méthode de Lichtenthaler et al. (1985). L’absorbance de
I’extrait dichlorométhanique convenablement dilué dans du méthanol pur est
mesurée a différentes langueurs d’ondes 470, 653 et 666 nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre UV-Vis. Les concentrations de la chlorophylle A et de la
chlorophylle B ainsi que celle des caroténoides totaux sont déterminées a 1’aide
des équations suivantes :

C =15.65 ADbs - 7.34 Abs _
a 666nm 653nm

C =27.05Abs -11.21 Abs
b 653nm 6

66nm

129.2
C aroténoides totaux = 1000 Z—\bs“Om - 2.860 Ca -

b

245

Ou:
“.Et “- : sont respectivement les concentrations de la chlorophylle A et de la

chlorophylle B exprimées en mg/ml.

Ab \ . . , . .
“« : est I’absorbance a la longueur d’onde indiquée en indice.

111.2.5 Evaluation de I’activité d’antioxydante et antir-adicalaire
111.2.5.1 Test DPPH
111.2.5.1.1 Principe de la méthode

Afin d’étudier les activités antiradicalaire et antioxydante des extraits
dichlorométhanique et méthanolique d’algues marines nous avons utilisé¢ la
méthode basée sur le DPPH (1,1-diphenyl-2 picrylhydrazyl) comme un radical
relativement stable. Ce test consiste a mettre le radical DPPH de couleur
violette intense, en présence des molécules dites antioxydantes afin de mesurer

leur capacité a le réduire.
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La forme réduite diphénylpicryl-hydrazine de couleur jaune n’absorbe plus a

515 nm, ce qui se traduit par une diminution de I’absorbance (Sanchez-Moreno,

2002).
o
No N\ o
/\mloxldanl H Antioxidant” H
. |
\v
J -

DPHPH ) DPPH

111.2.5.1.2 Protocole expérimentale

L’activité antiradicalaire des extraits de I’algue marine rouge Asparagopsis
armata est déterminée par la méthode de Blois modifiée. Elle consiste a
mélanger dans un tube en verre 100 ul de chaque extrait algal a différentes
concentrations avec 2.9 ml de DPPH (Abss;; nm 0.8-1.0). Apres 30 minutes
d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante, [’absorbance des
échantillons est effectuée contre un contrdle a 517 nm. L’acide ascorbique a été
utilisé comme antioxydant standard.

Le pouvoir antiradicalaire est évalué par le pourcentage d’inhibition ou effet
piégeur du radical DPPH par les antioxydants d’extrait d’algue par la formule
suivante : le pourcentage d'inhibition = (Absorbance du controle — Absorbance

d'essai/ Absorbance du controle) x100.

111.2.5.2 Méthode de la réduction de fer (FRAP)
111.2.5.2.1 Principe de la methode

L’activité antioxydante des extraits de 1’algue marine rouge Asparagopsis
armata étudiés a été evaluée en utilisant la méthode de FRAP. Cette derniére
est un essai simple, rapide et reproductible (Benzie, 1996). La présence des
réductants dans les extraits de I’algue provoque la réduction du complexe
ferrique-tripyri-dyltriazine (Fe(llN)-TPTZ) en complexe ferreux-
tripyridyltriazine (Fe(l1)-TPTZ), les absorbances ont été mesurées a A = 593 nm.
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v 7 |

Q
[Fe(TPT2T" [Fe(TPTZ"
111.2.5.2.2 Le protocole experimental

Le test FRAP a été réalisé selon la méthode de Benzie et Strain (1996)
modifiée. Les solutions stockes comprennent le tampon d'acétate de 300 mM
(3.1g acétate de sodium, 3H,0 et 16 ml d’une solution acide acétique a 300 mM)
a pH 3.6, TPTZ a 10 mM préparé dans une solution d'acide chlorhydrique a 40
mM, et 20 mM de FeCl;.6H,0.

La solution fraiche de travail a été préparée en mélangeant 100 ml de
solution tampon d’acétate avec 10 ml de mélange TPTZ, et 10ml de FeCl3.6H,0
en un rapport de volume (100:10:10). Cette solution finale est incubée a 37°C
avant utilisation.

Dans des tubes a hémolyse, 0.1 mL d’extrait de 1’algue marine rouge
Asparagopsis armata a différentes concentrations est mélangé avec 0.9 mL de la
solution FRAP. Aprés agitation au vortex, les tubes sont incubés a 1’abri de la
lumiére pendant 4 min et 1’absorbance des échantillons (complexe ferrique
tripyridiyltriazine) est mesurée a I’aide d’un spectrophotometre réglé a 593 nm.

Les résultats sont avec ceux trouvés avec I’acide ascorbique comme antioxydant
standard.
111.2.6 Analyses des données

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + ecart type (n=2).
Les courbes d’étalonnages et les activités antioxydante et antiradicalaire des
extraits dichlorométhanique et méthanolique de 1’algue marine rouge
Asparagopsis armata et de 1’acide ascorbique sont effectuées a 1’aide des
logiciels Sigma Plot (Sigma Plot for Windows Version 11.0, Copyright 2008
Systat Software, Inc.) et KaleidaGraph (Version 4.0-2005).
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Chapitre IV Résultats et discussion

V.1 Rendement d’extraction

Il est bien connu que le rendement d’extraction chimique dépend du type de
solvant qui varie avec la polarité, le pH, le temps et la température d’extraction
ainsi que de la composition chimique de 1’échantillon (Lopez et al., 2011).

Le solvant d’extraction a un effet important sur 1’extraction des produits
naturels. Différents solvants sont capables de modifier le profil d’extraction des
composés phénoliques et finalement leurs propriétés antioxydantes (Li et al.,
2012). Lorsque la polarité sur solvant change, elle peut provoquer I’extraction
d’impuretés et réduit les activités antioxydantes (Huang et al., 2009; Safari et
al., 2014 ; Salamatullah, 2014).

Le dichlorométhane et le méthanol sont utilisés comme solvant d’extraction
pour la préparation des extraits d’algue marine rouge Asparagopsis armata. Les
valeurs du rendement d’extraction ainsi obtenus sont respectivement 0,3 et
20,1%. Il semble que le rendement d’extraction avec le dichlorométhane est le
plus faible. Nos résultats sont en accord avec ceux trouvé par Bouhal et al
(2010) qui ont trouvé que le rendement d’extraction avec le dichlorométhane et
le méthanol sont respectivement 0.28 et 14.37%. D’aprés Balboa et al. (2013) la
variation du rendement d’extraction peut étre attribuée a 1’effet de la nature du
solvant, a la composition chimique des algues qui dépend de I’espéce et de son
age, aux facteurs environnementales, a la localisation géographique des algues,

et aux conditions saisonnieres.

V.2 Teneur totale en caroténoides, en composés phénoliques et

en flavonoides
Les polyphénols, les flavonoides et les caroténoides sont parmi les principaux
constituants responsables de 1’activité antioxydante des algues marines. Pour

cela, la teneur de ces constituants phytochimiques au niveau des extraits de
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I’algue marine rouge étudiée a été déterminée. Les caroténoides sont des
antioxydants puissants et piégeurs des radicaux libres (Wong et al, 2009).

Nos résultats montrent que I’extrait méthanolique de I’algue marine rouge
Asparagopsis armata est le plus riche en caroténoides et en compose
phénolique.

Tableau 5: Les teneurs des composés phénoliques totaux, des flavonoides

et des caroténoides dans les extraits de 1’algue marine rouge Asparagopsis

armata.
Extrait Polyphénols totaux Flavonoides Caroténoides
(EAG mg/g Résidu  (EQ mg/g) (mg/mL)
Sec)
Dichloromethane 7.4 0.1 24.00+£6.8 162.2 £0.00
Méthanol 7.98 + 0.64 ND 255.60+12.56

ND : Non déterminé.

Les composés phenoliques sont couramment trouvés dans les plantes et ont
été rapportés d'avoir plusieurs activités biologiques, y compris les propriétés
antioxydantes qui sont dues a leurs groupements hydroxyles.

L’extrait dichlorométhane de 1’algue marine Asparagopsis armata est plus
riche en composés phénoliques par rapport aux extraits des algues rouges
Euchema kappaphycus (1.5 mg EAG/g résidu sec), Gracilaria edulis (4.1 mg
EAG/g résidu sec), et Acanthophora spicifera (3.55 mg EAG/g résidu sec)
(Ganesan et al., 2008).

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvé par Hmani et al. (2021). Ces
auteurs ont signalé que le méthanol donne la meilleur teneur en composes
phénolique (14.95 + 0.5 mg /g). Par contre, Lee et al. (2020) ont trouve que
I’extrait d’Asparagopsis armata préparé par macération a chaud contient 22.22

mg/g.
40



Chapitre IV Résultats et discussion

Nous avons constaté que seul le dichlorométhane contient les flavonoides
avec une teneur d’environ 24.00 mg/g de résidu sec. Cette teneur est €élevée par
rapport a celle trouvée par Hmani et al,(2021) (4.64 mg/g). De plus, I’extrait
méthanolique est plus riche en caroténoides (255.60 mg/ml) par rapport a
I’extrait dichlorométhane (162.2 = mg/ml). Ces composés sont considérés
comme excellents antioxydants (Wang etal, 2009).

D'aprés Dawczynski et al. (2007) et Morais et al. (2020), le a- et le B-carotene
et leurs dérivés tels que la zéaxanthine and luteine sont les principaux
caroténoides des algues marines rouges.

Les variations observées entre les teneurs en composés phénoliques des
différentes especes étudiées peuvent étre expliquées d’une part par les effets des
facteurs environnementaux externes comme les herbivores, la lumiére, la
profondeur, la salinité, les nutriments et la saison et d’autre part par les facteurs
intrinséques comme 1’age, I’espéce, la longueur et le type des tissues. Tous ces
facteurs peuvent agir sur la régulation spatio-temporelle de 1’expression du

métabolisme des composés phénoliques (Farvin et Jacobsen, 2013).

V.3 Evaluation de ’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité
antioxydante par piégeage des radicaux différents, comme les peroxydes ROOe
par les méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP
(Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter); les ions ferriques par la
méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter); ou les radicaux
ABTSe (sel d’ammonium de 1’acide2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-
Asparagopsis armata sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre
DPPHe (Popovici, 2009). Parmi ces différentes méthodes, les tests DPPH et
FRAP sont les deux méthodes qui ont été prises en considération pour
I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits méthanoliques des algues

étudiées dans ce travail.

41



Chapitre IV Résultats et discussion

IV.3.1 Test du radical DPPH*®

L’activité antiradicalaire des extraits de 1’algue marine rouge vis-a-vis du
radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un spectrophotométre réglé a 517 nm
en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la
couleur violette a la couleur jaune. Le test de DPPH est une méthode
fréeqguemment utilisée pour évaluer le potentiel antioxydant de différents
composés naturels vue sa rapidité, sa fiabilité et son faible colt (Senthilkumar et
al, 2012).

L'effet des antioxydants sur le piégeage du radical DPPH est
vraisemblablement di a leur capacité de donneur d’hydrogéne. Le DPPH est
un radical libre stable capable d’accepter un €lectron ou un atome d’hydrogene
pour devenir une molécule diamagnétique stable.

Lorsque le DPPH est mélangé avec un substrat qui agit comme donneur
d'atome d'hydrogéene, une forme non-radicalaire stable de DPPH est obtenue,
avec le changement simultané de la couleur de la solution du violet au jaune
pale. Par consequent, le DPPH a été largement employé comme un radical libre
pour évaluer la réduction des substances, et il est un réactif utile pour étudier les
activites antiradicalaires des composés (Sathya et al, 2013).

L’ECso d'un composé est inversement lié a son capacité antioxydante, car elle
exprime la quantité d'antioxydant exigée pour diminuer la concentration de
DPPH de 50%. Une faible ECs indique 1’activité antioxydante la plus élevée
(Do et al, 2013).

* DPPH radical scavenging assay

Les valeurs d’ECso ont été déterminées par extrapolation a partir des courbes
de réduction du radical DPPH en fonction de la concentration pour 1’extrait
de I’algue marine pour les deux solvants d’extraction et pour I’acide ascorbique
comme antioxydant standard. Les valeurs ainsi calculées sont indiquées dans le
Tableau (6).
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Tableau 6: Les valeurs IC50 de I’extrait dichloromethane et methanol de
I’algue marine rouge Asparagopsis armata et 1’acide ascorbique.

Extrait DPPH" FRAP™
(1C50; mg/ml) (1C50;
mg/ml)
Dichloromathane 4.00+£0.07" 2.00+0.00
Methanol 2.74+0.024 160.82+3.77
Ascorbic acid 0.12+0.02 0.08+0.0034

“Valeur ECsq: la concentration effective pour laquelle I’activité antioxydante est 50%;
I’absorbance est 0.5 pour le pouvoir réducteur; 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH’). La
valeur ECs est obtenue par extrapolation a partir de ’analyse de la régression linéaire.
““Chaque valeur est exprimée en moyenne * erreur standard (n = 2).

On constate que 1’extrait méthanolique (ICsp = 2.74 mg/g) possede 1’activite
antiradicalaire la plus élevées par rapport a 1’extrait dichlorométhane (4.00 mg
/ml).

On peut dire que I’extrait méthanolique d’algue marine rouge Asparagopsis
armata est riche en composés donneurs d’atome d’hydrogeéne (Mishra et al.,
2012).

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un
composé, les résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de
référence, comme 1’acide ascorbique (vitamine C) (Popovici, 2009).

Dans notre étude nous avons utilisés 1’acide ascorbique comme antioxydant
standard qui a montré une activité antiradicalaire intéressante avec une 1Cs, de
0.12 mg/ml.
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Nos résultats sont relativement similaires par rapport a ceux reportés par
Hmni et al. (2020) (ICso = 1.05 mg/g). De méme, Rhimou et al (2013) ont
trouvé une valeur de IC50= 0.86 mg/ml pour ’extrait methanolique de A.
armata.

Selon Popovici (2009), plusieurs facteurs influent sur le potentiel
antioxydant et la cinétique de réduction, notamment les conditions de la réaction

(temps, rapport Antioxydant/DPPH’, type de solvant, pH) et le profil phénolique.

L’activité antioxydante de 1’extrait d'algue marine étudiée peut étre due a la
présence des composés phénoliques (phloroglucinol, phlorotannins et
fucoxanthine), des vitamines (A, C et B), des polysaccharides sulfatés, des
acide gras polyinsaturés, et des caroténoides (Cardozo et al., 2007 ; Ganesan et
al., 2008 ; Farvin et Jacobsen, 2013 ; Lopez et al., 2011 ; Balboa et al., 2013 ;
Gupta et Abu-Ghannam, 2011; Andrade et al., 2013 ; Manivannan et al., 2012).

1VV.3.2 Evaluation du pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP)

La méthode de FRAP permet de mesurer 1’habilit¢ d’une molécule
antioxydante a réduire I’ion ferrique a pH faible, formant un complexe bleu de
Tripyridltriazine ferrique (Fe**-TPTZ) qui est réduit en ion ferreux (Fe®")
(Singleton et al., 1999).

D’apres les résultats indiqués dans le Tableau (6), on remarque que 1’ extrait
dichlorométhane de 1’algue marine rouge (Asparagopsis armata) a un pouvoir
antioxydant plus élevé par rapport a 1’extrait méthanolique , donc il réduit I’1on
Fe** en Fe™".

La capacité réductrice de 1’extrait algal indique son potentiel antioxydant.

44



Chapitre IV Résultats et discussion

D’apreés les résultats regroupés dans le Tableau (6), I’acide ascorbique
possede le pouvoir antioxydant le plus élevé par rapport aux deux extraits de

I’algue marine.

Le pouvoir antioxydant de |'Asparagopsis armata est du a sa richesse en
caroténoides et composés phénoliques (phloroglucinol, phlorotannins et
fucoxanthin), en vitamines (A, C and B), en polysaccharides sulfatés, en acides
gras polyinsaturés et en carotenoides qui possedent des propriétés antioxydantes
(Goh et al., 2010 ; Ganesan et al., 2008 ; Farvin et Jacobsen, 2013 ; Lopez et al.,
2011 ; Balboa et al., 2013 ; Gupta et Abu-Ghannam, 2011; Andrade et al., 2013 ;
Manivannan et al., 2012).
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Conclusion et perspectives

Cette étude a permis d’évaluer pour la premiére fois la capacité
antioxydante et antiradicalaire  des extraits méthanolique et
dichlorométhanique de 1’algue marine rouge Asparagopsis armata.

Les analyses phytochimiques ont montré que 1’algue marine rouge est riche
en polyphénols, flavonoides et en caroténoides.

Les résultats du test de piégeage du radical DPPH et de la méthode FRAP
ont permis de mettre en évidence les capacités antioxydante et antiradicalaire
des extraits méthanolique et dichlorométhanique de 1’algue rouge.

L’acide ascorbique possede des activités antioxydante et antiradicalaire plus
elevée par rapport a I’extrait algal.

L’algue marine rouge Asparagopsis armata constitue de ce fait, une source
nutritive potentielle d’antioxydants. Sa consommation est donc bénéfique pour
I’organisme du fait d’un effet protecteur contre les maladies dégénératives,

métaboliques ou cardiovasculaires.

Cette étude n’a pas exploré toutes les propriétés biologiques de cette algue. Il
serait donc intéressant, dans un avenir plus ou moins proche, de compléter ce
travail par :

e Une analyse chromatographique en phase liquide a haute performance

des extraits méthanolique et  dichloromethanique de 1’algue afin

d’identifier les molécules responsable de 1’activité antioxydante.

e des études des effets suscités et des autres effets potentiels in vivo sur des
organismes vivants en introduisant par exemple les extraits d’A. armata
dans 1’alimentation des animaux marins en aquaculture ou par
I’évaluation de I’effet de ces extraits sur des cellules cancéreuses des
animaux du laboratoire.

47



Conclusion et perspectives

e des expériences devront étre complétées au laboratoire pour 1’évaluation
des autres activités biologiques telles que I’activité antimicrobienne,
anti-inflammatoire, antiproliférative, ...etc. et ce pour les présents extraits
ainsi que pour les extraits hexanique et acétonique. A quoi s’ajoutent
d’autres études expérimentales sur les impacts de la saisonnalité sur les
différentes activités biologiques d’A. armata.

e De plus, pour une éventuelle application clinique efficace, nous visons a
¢valuer la toxicité aiglie et chronique des différents extraits d’A. armata
sur des souris albinos et d’étudier leur effet cytotoxique sur les cellules
tumorales du myelome murin. En effet, la maitrise de la toxicité de
I’algue ainsi que I’identification de ses métabolites bioactifs ouvrent des
portes pour une utilisation thérapeutique rationnelle voire industrielle et
constituent une base pour d’autres études visant a investiguer les
mécanismes d’action ainsi que la synergie en toxicit¢é qu’en
pharmacologie.
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