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Introduction

Le stress oxydatif et leurs actions délétéres surtout sur les étres humains en provoquant des
pathologies a différents degrés de dangerosité, ainsi que la détermination de leurs cibles (ADN,
membrane, et autre molécules) devient 1’objet de la majorité des recherches scientifiques actuelles
afin de trouver les manieres efficaces de lutter contre ces problémes et d’élaborer des nouveaux
composés qui ne sont pas basées sur les agents antioxydantes synthétiques existants (Ruberto et
al., 2001).

En raison de la demande croissante des nouveaux produits pharmaceutiques d’origine
naturels, les scientifiques font un grand intérét pour les organismes marins, spécialement les algues,

a cause de leurs richesses en métabolites biactifs (Saidani et Bedjou, 2011).

L’¢tude des produits d’origine marine a debuté & la fin des années 1970, elle conduit a
I’isolement d’environ 21855 substances, beaucoup d’entre elles expriment des activités
pharmacologiques potentielles, dont la majorité de ces métabolites est plus importante que celle des

produits naturelles provenant des plantes ou d’organismes terrestres (Eom et al., 2012).

Les algues marines qui sont les organismes marines les plus efficaces, sont classées en algues
rouges (rhodophytes), algues vertes (chlorophytes) et algues brunes (phyophytes). Elles sont tres
riches en composés nutritives (lipides, protéine, et carbohydrates...) et en métabolites secondaires,
composées phénoliques, flavonoides, tanins, caroténoides (B caroténe) et vitamines (vit C par exemple)
(Ismail, 2016). Des travaux antérieurs montrent que les algues sont potentiellement antioxydants
antibactériens, antifongiques, (Al-Enazi et al., 2017) anti cancéreux (gelenk et al., 2016), et
antihypertensive ( Ben Abdallah et al., 2017). La potentialité de ces activités se différe tous dépend des
critéres, en citant les différences entre classes ainsi qu’entre espéces de la méme classe (Ismail, 2016), les

conditions climatiques et saisonniéres (Mannino et al., 2014).

Dans ce domaine, les chercheurs confirment que la classe la plus rentable et efficace des
algues marines est celle des algues brunes (phyeophytes) (Kelman et al., 2012).

Pour ces raisons, ’objectif de notre travail est 1’étude et la valorisation de D’activité
antioxydante d’une algue brune padina pavonica de la cote Est Algérienne, prélevée le mois de mai
2018 de la région ouled bounnar - Jijel.

Notre travail a été divisé en deux parties dans lesquelles la premiére s’intéresse a la synthése
bibliographique qui est constituée de deux chapitres, 1’un concerne des généralités sur les algues et
une presentation particuliere de I’algue retenue pour 1’étude Padina Pavonica. Le deuxieme

chapitre concerne I’activité antioxydante et les stress oxydant.



Introduction

La deuxiéme partie englobe les protocoles expérimentaux a savoir les dosages des
polyphénols et flavonoides ainsi que 1’évaluation de ’activité antioxydante in vitro des différents
extraits par trois tests, la capacité antioxydante totale, le piégeage de radical libre DPPH et le

pouvoir réducteur de fer. Enfin I’interprétation des résultats obtenus suivie par leurs discussions et
on termine notre étude par une conclusion.
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Chapitre | Géneéralités sur les algues

1.1. Définition

Les Algues ou phycophytes sont des Thallophytes chlorophylliens, c’est-a-dire des
organismes capables de photosynthése. Elles sont donc autotrophes. (Roland et al., 2008)
Cependant, certaines algues ne sont pas photosynthétiques, elles auraient perdu secondairement leur
capacité a faire la photosynthése. D’autres algues passent par un stade non photosynthétique au

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

Les Algues sont, typiquement, des organismes aquatiques. Du point de vue écologique, elles
constituent le premier maillon des chaines alimentaires : ce sont des producteurs quasi exclusifs des
mers et des océans. Elles sont fréquentes aussi en eau douce (lac, mares, ruisseaux). Elles sont plus

rares en milieu aérien (Roland et al., 2008).
1.2. Morphologie des algues

Les algues vont de quelques millimetres, a plus de cinquante meétres (Macrocystis du
pacifique). Les formes sont trés variées, filamenteuses, vésiculeuses, ramifiées ou non, arbustives,
foliacées, rubanées ou en cordon, La consistance est généralement souple, mais peut étre dure
comme de la pierre (algues calcaires) ou simplement ferme. Le toucher souvent gélatineux, est

parfois réche ou rugueux (Leclerc et Floc’h, 2010).

Les algues sont fixées par un crampon. Ces crampons ont un réle purement mécanique et non
alimentaire (il ne s’agit pas de racines). On peut y distinguer une stipe. La fronde ce qui peut

ressembler a des feuilles (figurel) (Leclerc et Floc’h, 2010).
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Figure 1 : Morphologie comparée entre une algue et une plante (Leclerc et Floc’h, 2010)
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1.3. Ecologie des algues

Les algues colonisent des milieux trés divers, elles peuvent étre marines (fixées ou libres) ou

d’eaux douces (étangs, riviéres et lacs), elles peuvent étre aussi aériennes (sur le sol, rochers, tronc
d’arbres) (Ozenda, 2006).
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Figure 2 : Distribution des algues selon I’intensité lumineuse (Leclerc et Floc’h, 2010)

1.3.1. Les Facteurs de répartition des algues marines fixées

>

La lumiéere : Les algues étant photosynthétiques, elles sont dépendantes de la présence de la
lumiére. (Ozenda, 2006 ; Leclerc et Floc’h, 2010).

Les mouvements de L’eau : agitation de I’cau et émersion (Ozenda, 2006).

La température : c’est un facteur trés important, elle module I’activité enzymatique du
métabolisme cellulaire, elle varie d’une espéce a une autre (Ozenda, 2006).

La richesse de milieu en élements nutritifs : le dioxyde de carbone, I’azote, le phosphate et le
fer (Leclerc et Floc’h, 2010).

Le substrat: la nature physique, la texture, le degré de cohésion et la nature chimique du
substrat ont une importance sur la répartition spatiale des especes (Leclerc et Floc’h, 2010 ;
Ozenda, 2006).
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1.4. Reproduction des algues
1.4.1. Reproduction asexuée : Elle peut étre de 3 types : (Amirouche et al., 2009)

» Fragmentation du thalle.
» Formation de propagules, de stolon.
» Formation des spores directes.

1.4.2. Reproduction sexuée : Elle implique la méiose el la fécondation. Elle fait intervenir la

formation de gameétes et de spores méiotiques. Les types de fécondation sont tres divers :

+ isogamie : gamétes mobiles et identiques.

+ anisogamie : gametes mobiles et différents.

+ oogamie : gamete femelle de grande taille immobile (oosphéere), gaméte mal nombreux
petits et mobiles (anthérozoides).

+ trichogamie : gaméte femelle (oosphére), gaméete mal immobile (spermaties).

+ cystogamie: ou conjugaison, pas de vrais gameétes, fusion entre deux cytoplasmes
(Amirouche et al., 2009).

1.5. Composition chimique des algues

Les algues constituent une source extraordinaire de substances qui, dans tous les domaines,

ont intérét nutritif d’exception et contribuent au maintien d’une bonne santé.

1.5.1. L’eau : représente 90% de poids, elle est contenue dans la vacuole des cellules, dans le

cytoplasme et dans la paroi cellulaire ou sa role est trés important (Leclerc et Floc’h, 2010).

1.5.2. Les proteines: Les protéines algales sont d’une grande qualit¢ nutritionnelle. Elles
contiennent tous les acides aminés importants « essentiels » (Leclerc et Floc’h, 2010; Moritsen,
2015).

1.5.3. Les éléments minéraux : Les éléments minéraux dominants chez les algues sont I’iode, le
calcium, le phosphore, le magnésium, le fer, le sodium, le potassium et le chlore. Il existe aussi des
quantités significatives d’oligo-eléments tels que le zinc, le cuivre, le manganése, le sélénium, le
molybdene et le chrome. La composition minérale varie d’une espece a une autre, les algues
marines representent une meilleure source de fer que les épinards ou que le jaune d’ceuf (Moritsen,
2015).
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1.5.4. Les vitamines : sont présentes en abondance dans toutes les algues : vitamine A, B (B1, B2,
B3, B6, B12 et folates), C et E mais non la vitamine D. Les quantités varient selon les espéces mais

aussi selon les saisons de I’année (Moritsen, 2015).

1.5.5. Les lipides: Les algues contiennent peu de lipides. Les diverse especes synthétisent
également des pigments qui, associés a la chlorophylle, contribuent a produire leur coloration
distinctive, comme, par exemple, un caroténoide brun jaune spécifique la fucoxanthine, isolée des

algues brunes (Moritsen, 2015).

1.5.6. Les glucides : On trouve trois groupes de glucides dans les algues : les sucres, les fibres
solubles et les fibres insolubles, ils difféerent entre les diverses espéces d’algues rouges, vertes ou

brunes.

Les fibres insolubles dérivées des parois cellulaires rigides, sont présentes en moindres
quantités. La cellulose est retrouvée dans les trois types d’algues; le xylane, aux nombreuses

propriétés biotechnologiques, 1’est dans les algues rouges et vertes.

Les fibres solubles qui sont situées entre les parois cellulaires des algues composées de trois
groupes distincts de glucides (polysaccharides) : I’agar, les carraghénanes et les alginates, elles
absorbent de I’eau dans le tractus digestif pour former une masse gélatineuse favorisant le transit

intestinal et ont des applications industrielles et médicales (Moritsen, 2015).
1.6. Utilisation des algues
1.6.1. Alimentation humaine

Les algues sont trés riche en fibres, en vitamines et en sel minéraux, Elles présentent aussi
une source de protéines et d’acides aminés essentiels ce qui assure une bonne santé (Moritsen,
2015).

Des Phéophycées et des Rhodophyceées fournissent des farines et surtout des gelées de faible
valeur nutritive mais utilisé dans de nombreux produits. Les algues rouges sont la source principale

d’agar (gélose) employé dans les entremets (Ozenda, 2006).
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1.6.2. Utilisation cosmétique

Les extraits des algues présentent des propriétés anti-UV et anti oxydantes qui sont utilisé

dans les cremes solaires et anti vieillissement, les savons, les champoings...etc.

Les algues sont utilisé dans les produits hydratants (lotion, créme, ...), ils ont la capacité
d'ameéliorer et maintenir la fonction de barriére de la peau et gardant son aspect sain. Ils sont
utilisés aussi dans les produits de blanchiment de la peau et de soins des cheveux (shampoing,
rincage, restaurateur de cheveux, solution pour l'onde permanente, agent colorant de cheveux...)
(Wang et al., 2014; Ariede et al., 2017).

1.6.3. Utilisation industrielle

Dans I’industrie textile, les alginates jouent un role essentiel pour fixer les couleurs dans les

tissus.

Les extraits des algues sont utilisés dans I’industrie agro-alimentaire (alginates E401 a E405,
agar E406 et carraghénanes E407) comme agents stabilisants, épaississants gélifiants et

émulsionnant des produits alimentaires (Leclerc et Floc’h, 2010).
1.6.4. Utilisation médicale et pharmaceutique

Utilisation traditionnelle dans 1’herboristerie chinoise et japonaise pour traiter la tuberculose,
les rhumatismes, les refroidissements, la grippe, les blessures, les parasitoses intestinales et le

cancer.

L’alginate de calcium est utilisé pour la fabrication des emplatres et des pansements

permettant de protéger les plaies (Moritsen, 2015).

L’extrait de I’algue rouge Digenea simpex utilisé en japon comme antihelminthique. Il a

donne naissance a un vermifuge déclaré efficace contre les ascaris et les oxyures.

Gaviscon, a base d’alginates (extrait d’algues brunes), préconisé pour traiter les reflux

gastrique et autre douleur cesophagiennes.

Les fibres d’alginates de calcium ont des effets sur I’homéostasie et la réparation tissulaire

(Coalgan).

Les alginates sont utilisés en association avec 1’Agar-agar (extrait d’algues rouges) dans les

empreintes dentaires (Leclerc et Floc’h, 2010).
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En dermatologie, les composés bioactifs et les dérivés métabolites des algues marines sont
utilisés pour le traitement de l'acné, le mélanome et la réduction de la pigmentation de la peau
(Wang et al., 2017).

1.6.5.Utilisation comme traitement des eaux usées

Les algues brunes sont capables de fixer les métaux lourds (plomb, mercure) et ’iode dans

I’eau (Moritsen, 2015).
1.6.6. Utilisation en Agriculture

Les algues issues de la « laisse de mer » sont utilisées directement en épandage dans les
champs pour apporter leur richesse en sels minéraux. Les algues calcaires de type « maérl » servent

a amender les sols acides en remplacement de la chaux (Ozenda, 2006).

Des recherches sont en cours afin d’utiliser des extraits d’algues comme « bioengrais »
permettant d’améliorer la croissance des plantes cultivées mais également de renforcer les défenses

naturelles des plantes contre des agresseurs externes (parasites, champignons, bactéries etc.).
1.6.7. Utilisation dans le domaine de la bioénergie

Les algues sont utilisées comme matiére premiere pour la production des biocarburants tels

que le biodiesel, le bioéthanol et le biogaz moins cher, rentables et écologiques (Chia et al., 2017).
1.7. Classification des algues
1.7.1. Algues unicellulaires et coloniales

La plupart des algues unicellulaires ou formant de petites colonies appartiennent a I’un des
sept embranchements suivants : Euglénophytes, Dinophytes, Bacillariophytes, Xantophytes,
Chrysophytes, Cryptophytes et Prymnésiophytes. Alors que certaines algues vivent en milieu
aquatique, les autres sont pour la plupart les constituants du phytoplancton, ensemble d’organismes
photosynthétiques microscopique flottant librement prés de la surface des océans et des lacs
(Nabors, 2008).
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1.7.1.1. Caractéristiques des Algues unicellulaires et coloniales

Tableau 1: Caractéristiques des algues unicellulaires ou coloniales (Nabors, 2008).

Embranchement Nbre Pigments Caractéristiques
photosynthétiques
+ Euglénophytes 800 + Chlorophylles | % Eau douce (essentiellement)
(euglénoides) a,b + Quelques espéces non photosynthétiques
+ Caroténoides + Cellules flagellées
Dinophytes 3000 | = Chlorophylles |+ Phytoplancton marin et d’eau douce des
(dinoflagellés) a,c eaux chaudes
+ Caroténoides + Des especes non photosynthétiques
+ Production de neurotoxines
+ Cellules flagellées
Bacillariophytes | 5600 | < Chlorophylles + Phytoplancton marin et d’eau douce des
(diatomées) a,c eaux froides
+ Caroténoides + Des especes terrestres
+ Paroi faites de silice
Xantophytes 600 + Chlorophylles + Phytoplancton (surtout eau douce)
(algue vert-jaune) a,c + Cellules flagellées
+ Caroténoides
Chrysophytes 1000 | =% Chlorophylles + Phytoplancton marin et d’eau douce
(algue brun-doré) a,c + Cellules flagellées
+ Caroténoides + Quelques especes non photosynthétiques
Cryptophytes 200 + Chlorophylles | % Phytoplancton marin et d’eau douce des
(cryptomonades) a,c eaux froides
+ Phycobiliprotéi | % Cellules flagellées
ne
Prymnésiophytes | 300 + Chlorophylles + Phytoplancton (essentiellement marin)
(haptophytes) a,c des eaux chaudes
+ Caroténoides + Cellules flagellées
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1.7.2. Algues pluricellulaires

Trois embranchements : chlorophytes, Rhodophytes et phaeophytes, renferment des algues
pluricellulaires présentant un degré de différenciation cellulaire et une organisation des types
cellulaires complexes. Toutes ces formes pluricellulaires constituent 1’essentiel des algues marine.

La reproduction sexuée est la regle dans ces trois embranchements (Nabors, 2008).
1.7.2.1. Les algues vertes ou chlorophytes

Comprennent au moins 17.000 especes, ont une structure et un cycle de développement tres
diversifiés. Bien que la plupart soient aquatiques (Raven et al., 2007). Quelques autres sont
terrestres, se développant dans les endroits humides ou voisinage des mousses et des fougeres, voire
dans la neige. Certaines algues vertes peuvent également former des associations symbiotiques avec
d’autres organismes. Quelques lichens, par exemple, sont le résultat d’association entre des
champignons et des algues vertes (Nabors, 2008). La plupart des algues vertes se rencontrent dans
I’eau douce, mais un certain nombre de groupes sont marines. Elles possédent les chlorophylles a et
b et leur matiére de réserve, composées d’amidon, sont située a 1’intérieur de plastes (Raven et al.,

2007).
1.7.2.2. Les algues rouges ou Rhodophytes

Sont particulierement abondant dans les eaux tropicales et chaudes, mais en trouve aussi
beaucoup dans les régions plus froids du globe. On connait de 4000 a 6000 espéces réparties dans
680 genres ; quelques genres seulement sont unicellulaires. La majorité des algues rouges sont des
algues marines. Les algues rouges sont généralement fixées aux rochers ou a d’autres algues. Les
chloroplastes des algues rouges contiennent des phycobilines qui masquent la couleur de la
chlorophylle a et donnent a ces algues leur coloration caractéristique (Raven et al., 2007).

1.7.2.3. Les algues brunes ou phaeophytes

Les algues brunes, groupe presqu’enticrement marin, comprend les algues les plus visibles
des mers tempérées boréales et polaires. Bien qu’il n’en existe qu’environ 1500 especes, les algues
brunes sont pré pondérales sur les cotes rocheuses de toutes les régions fraiches du globe. Dans
I’eau claire, les algues brunes pressérent depuis le niveau des basses eaux jusqu’a une profondeur
de 20 a 30 metres, sur les cotes en pente douce, elles peuvent s’étendre sur 5 a 10 kilométres a partir

de littoral (Raven et al., 2007).
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Les algues brunes étaient une source précieuse de polysaccharides tels que les acides
alginiques, les fucoidiens et les laminarans, Ces composés présentent une large activité biologique
(Men Shova et al., 2012).

1.8. Exemple d’un type d’algue brune : Padina pavonica (PADINE QUEUE DE PAON)
1.8.1. Description

Algue brune dont le thalle est haut de 5 a 10 cm est une lame en éventail zoné, a marge ciliée,
blanche et brune, incrustée de calcaire, munie d'un court pédoncule. La lame est souvent
enroulée en cornet avec des stries concentriques. La surface du thalle est ornée de fines rangées
concentriques de poils. Le thalle est fixé par une touffe de rhizoides avec une base courte plus ou

moins cylindrique formant un pédicelle conique (Riviere et al., 2017).

Cette algue est photophile colonise les substrats durs bien éclairés de I'étage infralittoral, en
eau calme ou peu agitée. Elle est Autotrophe par photosynthese chlorophyllienne avec absorption
des sels minéraux contenus dans I'eau. Elle est abondante au printemps, cette algue s'accommode
d'un réchauffement et d'un éclairage intense. Elle est sensible aux variations de niveau d'eau et ne

peut supporter que de trés bréves expositions a I'air libre (Riviere et al., 2017).

Noms communs internationaux : Peacocks tail, funnel weed (GB), Coda di pavone (1), Padina, cola
de pavo (E), Pfauenalge, Trichteralge (D), Pauwwier (NL), A'ashab ElI Tawouss (arabe)

Figure 3: Photo de I’algue brune Padina pavonica (Riviere et al, 2017)

11



Chapitre | Géneéralités sur les algues

1.8.2. Classification
La classification de 1’algue Padina pavonica est présentée dans le Tableau 2.

Tableau 2: Classification de I’algue Padina pavonica (Guiry, 2018).

Embranchement Ochrophyta
Sous-embranchement Heterokontae
Super classe Phaeophyta
Classe Phaeophyceae
Ordre Dictyotales
Famille Dictyotaceae
Genre Padina
Espece Pavonica

1.8.3. Reproduction et multiplication

Alternance d'un cycle sexué et dun cycle asexué avec production de spores.
Pour cette espéce, il n'existe qu'un seul type de thalle sexué qui est donc bisexué ou monoique. La
reproduction est le plus souvent asexuée, elle se fait par lintermédiaire de spores.
Les individus ont une existence bréve mais sont remplacés fréguemment tout au long de lI'année.
Deux générations semblables morphologiquement se relaient dans l'année: la premiere débute en
hiver ou au printemps, présente un maximum de développement en été et disparait en septembre et
la seconde débute en été : le cycle de développement est digénétique isomorphe. Entre les lignes
concentriques de poils se trouvent des rangées d'organes reproducteurs ou naissent des cellules
corticales externes. Parfois les spores des sporophytes ne subissent pas la méiose et redonnent

directement des sporophytes (Riviere et al., 2017).
1.8.4. Caractéristiques

Padina pavonica a une activité antibactérienne (contre Pseudomonas, aeruginosa et
Esherichia coli), (Chbani et al., 2011) anti fongique et anti oxydant trés marqué (Al-Enazi et al.,
2017).
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Padina pavonica a des propriétés rappelant celles de la peau humaine jeune. Elle est utilisée
en pharmacie et en cosmetique, elle favoriserait le renouvellement de ces glycosaminoglycanes et
renforcerait leurs actions protectrices (anti-radicalaires et anti-irritantes) et leurs actions sur le

maintien de la vitalité cellulaire (fermete et souplesse de la peau) (Riviere et al., 2017).

Elle trouverait également son emploi dans des traitements contre des affections osseuses
telles l'osteoporose, I'arthrite et par conséquent, serait utilisée dans des substituts alimentaires a base

de calcium (Riviere et al., 2017).
Elle présente une possibilité alimentaire (pratique asiatique) (Riviere et al., 2017).

1.9. Les métabolites secondaires des algues
1.9.1. Généralité sur les métabolites secondaires

Tous les vegétaux ayant la capacité a produire des substances naturelles tres diversifiées,
sont les métabolites primaires classiques (glucides, protides, lipides, acides nucléiques) et les
métabolites secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente (Macheix et al.,
2005).

Des études ont permis d’isoler et d’identifier un trés grand nombre de molécules, dont
beaucoup d’entre elles ont une activité biologique intéressante. Sur le plan pharmacologique, la
présence de différentes activités a été mise en évidence depuis longtemps chez plusieurs especes
d’algues marine (Farid et al., 2009).

Ils représentent une large gamme de composés chimiques dans les plantes qui ne sont pas
concernés par les processus biochimique de la croissance et de la reproduction des plantes (Amlan
et jyotisna, 2010). Mais Ils ont un réle important dans les interactions de la plante avec son
environnement tel que la protection contre les pathogenes, herbivores, la concurrence entre les
plantes et le stress abiotiqgue comme dessiccation et radiation UV (Greathead, 2003).

Certain types des métabolites secondaire ont été mis en évidence dans plusieurs especes
d'algues; qui sont divisés principalement en trois grandes familles: Les polyphénols, les terpénes et
les alcaloides (Marouf et Reynaid, 2007).

1.9.2. Les familles principales des métabolites secondaires des algues
1.9.2.1. Les isoprénoides (Terpenoides)

Sont tous les composés possédant une structure moléculaire construite d’un monomere a 5
carbones appelé isoprene, Synthétisés par les plantes, organismes marins, les champignons et méme
les animaux (Benaissa, 2011). lls sont classés en plusieurs catégories selon le nombre de répétitions

de I'unité de base isopréne en donnant le tableau suivant :
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Tableau 3: Quelques exemples des différents types des terpenoides (Belbache, 2003).

N | Squelette carboné | Type de terpenoides | Exemple de molécule

1 |C5 Hemiterpene Isoprene

2 | C10 Monoterpéne Nérol, citronnelle, huiles essentielles
3 | C15 Sesquiterpéne B-Cadinéne

4 | C20 Diterpéne Sclaréol, phytol

6 |C30 Triterpéne Lanostérol

8 | C40 Tetraterpéne Caroténoides

>8 | >40 Polyterpéne Caoutchouc

1.9.2.2. Les alcaloides

Sont des composés azotés dérivés d’acide aminés, les alcaloides isolés des algues marines
pour la plupart appartiennent a des groupes de la phényléthylamine. Ils sont divisés on: alcaloides
vrais, pseudo-alcaloides proto-alcaloides (Badiaga, 2011).
11.9.2.3. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux. Caractérisés par
la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles.

D'un point de vue thérapeutique, ces molécules constituent la base des principes actifs
trouvées dans les plantes médicinales (Macheix et al., 2005).

De point de vue chimique les composés phénoliques peuvent étre regroupés en plusieurs
classes qui se différent selon la complexité du squelette et leur degré de modification (d’oxydation,
d’hydroxylation et de méthylation), et les liaisons avec d’autres molécules (glucides, lipides,
protéines, ...etc.) (Macheix et al., 2005).

a. Les acides phénoliques simples

Sont les principaux polyphénols alimentaires, existent sous deux formes: dérivés de I’acide
benzoique et dérivés de ’acide cinnamique (Watson et al., 2013), lls possedent des proprietés
antioxydantes, antivirales et antibactériennes. Dont L'activité anti-oxydante phénolique est liée a
des groupes hydroxyles trouvés dans leurs molécules (Hennebelle et al., 2004).

Ils sont diviser on deux sous classe :
e Les acides hydroxybenzoiques : sont des dérivés de l'acide benzoique, d’une
structure de base de type (C6-C1) et existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides

comme : acide benzoique, acide gallique, acide vanillique (Watson et al., 2013).
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e Acides hydroxycinnamiques : lls dérivent de l'acide cinnamique, ils ont une
structure générale de base de type (C6- C3) et existent souvent sous forme combinée avec des
molécules organiques comme 1’ Acide caféique, I’acide coumarique et I’acide cinnamique

(Watson et al., 2013).

b. Les Flavonoides

Le terme flavonoide a été prété du flavus (flavus=jaune). Généralement d’une structure en
C6-C3-C6) ils sont considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux
(Hennebelle et al., 2004).

D’aprés Les travaux relatifs aux flavonoides Pres de 4000 flavonoides ont été décrits. Ils
sont omniprésents dans la nature.(flavone, flavanone, isoflavones, anthocyanidiques,et chalcone)
(Males et Medic-saric., 2000).

R

ol 0

Figure 4: Structure de base des flavonoides (Lugasi et al., 2003).
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Le tableau suivant montre les différentes structures chimiques des flavonoides.

Tableau 4: Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2000).

Classes Structures chimiques R3 R47 RS’ Exemples
Flavones l . H OH H Apigénine
o A A OH OH H | Lutéoline
OH | OCH3 | H | Diosmétine
Flavonols T H OH H Kaempférol
i 2 oH oH H | Quercétine
L., B = OH OH OH | Myrecétine
Proanthocyanidi " o OH OH H Cathéchine
ne(tannins 3 ~ l 2 g
condensés)
Flavanones g . H OH H Naringénine
Sr SN oH oH H | Eriodyctyol
‘],..
Anthocyanidine T 2 H OH H Pelargonidine
Yo S OH OH | H | Cyanidine
L - OH OH OH | Délphénidine
Isoflavones < o O RS R7 R4
~ 2 ";«H e OH OH | OH | Genesteine
= =S H O-Glu | OH | Daidezine

c. Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée,

lIs représentent un

groupe hétérogeéne trop difficile a définir car il n’y a pas de structure chimique de base, ils sont de
saveur astringente, ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000
Dalton. On distingue habituellement deux groupes de tanins: Les tanins hydrolysables et les tanins
condensés (Bruneton, 2009).
e Les tanins hydrolysables

Ils sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le plus souvent) estérifiée par
I’acide gallique ou un de ses dérives (acide ellagique, chebulique ou valonique). Subissent

facilement une hydrolyse acide et basique; ils s’hydrolysent sous 1’action enzymatique et d’eau

chaude (Bruneton, 2009).
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e Les tanins condensés

Les tanins condenses, appelés proanthocyanidines ou procyanidines, sont des polyphénols
de masse molaire moléculaire élevée. lls résultent de la polymérisation autooxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3-ol et/ou de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons

C4-C8 (parfois C4-C6), et ne sont hydrolysables que dans des conditions fortement acides
(Bruneton, 2009).
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I1. Activité antioxydante

Les cellules et tissus peuvent &tre soumis a une grande variété d’agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et métaboliques
(exposition a des xénobiotique, privation d’un facteur hormonal ou facteur de croissance), d’origine
d’un déséquilibre entre la génération des espéces réactives de I’oxygeéne et la capacité du corps a les

neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs (Antolovich et al., 2001).

11.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiquement réactives et instables, qui doivent étre
contr6lé pour éviter une chaine de réactions indésirables dans le systeme vivant. Les plus
importants sont les espéces réactives de l'oxygéne (ROS). lls essaient de réagir avec les
macromolécules comme les lipides les protéines, I’ADN et certains glucides afin de se stabiliser

(Al-Enazi et al., 2017).

11.1.2. Sources des radicaux libres
Les radicaux libres nocifs sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme normal.

Cette production augmente en rapport avec 1’¢lévation de la consommation d’oxygeéne. Plusieurs
mécanismes et systemes responsables de la production de radicaux libres parmi eux:

e des fuites d’¢lectrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie

¢ des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées

e du systéme xanthine déshydrogénase/ oxydase activé lors d’ischémie-reperfusion

e d’exposition a des agressions de I’environnement, comme les agents infectieux, la

pollution, les UV, la fumée de cigarette et le rayonnement (Benhammou, 2012).

11.1.3. Types des radicaux libres

Les especes réactifs d’oxygene peuvent étre caractéris€s par un électron non apparié:
(’anion superoxyde 1’02 e-, les radicaux hydroxyles HOe, peroxyle ROOe-, alkoxyle RO¢). Ou
dérivés de 1’oxygeéne non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne H202, L’oxygene singlet
102 et le nitroperoxyde ONOOH, mais qui sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de

radicaux libres (Favier, 2003).
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Tableau 5 : Nature et sources cellulaires des espéces réactives de 1’oxygene (Dacosta, 2003) :

ROS Sources cellulaire Formule chimique

+ L’anion + Réaction semble surtout catalysée par des | %+ O, +& — O;”
superoxyde NADPH oxydases membranaires

+ Le peroxyde + par le superoxyde dismutase ou produit
d’hydrogéne par réduction bivalente de ’oxygéne grace | %+ O, +0, +2H*—H,0, +

a un grand nombre de déshydrogénases 0,

+ Le radical + métaux de transition, le cuivre et le fer + H0, + Fe'" — OH'+

hydroxyle HO» sous leur forme réduit par une réaction OH+ Fe™

appelée réaction de fenton

+ Radicaux alkyles | # I’addition de I’oxygéne sur les radicaux | % R'+0, — RO’

Re et peroxyle centré sur le carbone Re. +« OH +RH — R’ +H,0
ROQO- + [’action des radicaux hydroxyles sur les
+ substrats biologiques
+ Le monoxyde + synthétisé dans la cellule endothéliale a | % O,+Arginine +NADPH
d’azote NO partir de I’arginine et 1’O2 grace a I’action —NO" + Cittrulline +
d’enzymes appelées NO synthéase H,O + NADP"

11.2. Les systemes antioxydants

Les antioxydants sont des composés naturels ou synthétiques, permettent de ralentir le
phénoméne d’oxydation et protéger le systeme cellulaire contre les effets déléteres potentiels des
processus ou réactions qui engendrent une oxydation excessive (Macheix et al., 2005).

Les antioxydants arrétent les réactions dans la plupart du temps, grace a leurs structures
relativement stable. On distingue :
11.2.1. Les Antioxydants enzymatiques endogenes

L'organisme humain posséde un systeme enzymatique, constitué principalement de trois
enzymes: le superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx) (Favier,
2006). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d'hydrogéne, conduisant finalement a la formation d'eau et d'oxygéne

moléculaire selon le tableau suivant (Dacosta, 2003).
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Tableau 6: Les Antioxydants enzymatique endogénes (Haleng et al., 2007)

Enzyme Localisation Réaction chimique

+ Super oxyde dismutase + le cytoplasme et la £ 20,+2H" — H0°+0,
(Cu, Zn-SOD, Mn-SOD) mitochondrie

+ Catalase (cat) + les peroxysomes & HO,+H,0, — 2H,0+0;,
+ Glutathion peroxydase + le cytosol et la + 2GSH (réduit) + H,0, —
(GPx) matrice GSSG (oxydé) + 2H,0.
mitochondriale + 2GSH (réduit) + ROOH—

GSSG(oxydé) + ROH + H,0

11.2.2. Les antioxydants non-enzymatiques endogenes
Ce systeme inclus de nombreux thiols dont les majoritaires sont :

o le glutathion : largement présent sous forme réduite, qui est capable de réagir, in
vitro, avec les radicaux HOe, RO2+, ROe, 102, ONOO-, des radicaux centrés sur le carbone, mais
aussi 1’acide hypochloreux HOCI. 1l est aussi capable de participer a 1’activité enzymatique
(Masella et al., 2005).

o I’acide lipoique : composé appartenant aux thiols, présentent des propriétés
antioxydantes in vitro en piégeant les HO+, RO2+,I’HOCI et 1’102. En se liant a des métaux comme
le fer et le cuivre, il permet de les désactiver d’un point de vue catalytique, et a la capacité¢ de
régénérer certains antioxydants endogénes et exogénes (Smith et al., 2004).

. L’acide urique, la bilirubine, les mélanines et la mélatonine : posséde des
propriétés antioxydantes in vitro contre les HO* et RO2e, la bilirubine, les mélanines et la
mélatonine (Haleng et al., 2007).

11.2.3. Les Antioxydants exogenes

Les plantes constituent des sources tres importantes d'antioxydants naturels, dont
nombreuses molécules issues de notre alimentation comme la vitamine E, ’acide ascorbique, le -
caroténe, les flavonoides, les composés phénoliques,...etc. (Haleng et al., 2007).
11.2.3.1. Vitamine E (tocophérol)

La vitamine E est un antioxydant majeur liposoluble. C'est un composé amphiphile, capable
de s'insérer dans les membranes cellulaires : globules rouges, cellules endothéliales, cellules
musculaires, neurones (c'est le seul antioxydant du systéeme nerveux central). La forme alfa

tocophérol est la plus active parmi les autres formes du cette vitamine (Leverve et al., 2009).
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11.2.3.2. Vitamine C (acide ascorbique)

C’est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart des fruits et légumes Ses
propriétés antioxydantes sont attribuées a sa capacité d’étre réduit en radical ascorbyle apres la perte
d’un électron ou d’un proton. Ce radical peut facilement s’oxyder en captant I’anion superoxyde et
certaines espéeces radicalaires. (Leverve et al., 2009).
11.2.3.3. Carotenoides

Ils sont regroupés en deux grandes familles : les carotenes et les xanthophylles. L’activité
antioxydant de ces molécules repose principalement sur la présence de nombreuses doubles liaisons
conjuguées au sein de leur structure, tous les caroténoides dérivent d’une structure linéaire
(C40H56) avec de nombreuses doubles liaisons. Le chef de file des caroténoides est le B-carotene,
également appelé provitamine A il se retrouve avec des quantités importantes dans les algues
précisement les algues marines brunes (Haleng et al., 2007).
11.2.3.4. Composes phénoliques

Ces substances sont tres utilisées dans la médecine traditionnelle et moderne pour leurs
activités antioxydantes, vue leurs propriétés redox les plus élevées, les polyphénols agissent comme
des agents réducteurs. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des ERO. Ils sont présents sous
plusieurs formes dans les différentes plantes tel la forme d’epicatechine dans les algues brunes
(Leverve et al., 2009).
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Chapitre 111 Matériels et méthodes

I11.1. Matériel biologique
111.1.1. Choix du matériel végétal

L’algue Padina pavonica est une macroalgue appartenant au groupe des algues brunes
(phéophycées). Elle a été récoltée au mois de Mai 2018 dans la plage Oulad Bounar a 4 Km de chef
lieu de Jijel.

Le choix de cette espece a pour but de valoriser la biomasse algale de la cote Est algérienne
en déterminant leur activité antioxydante in vitro.

111.1.2. Présentation de la région de récolte des échantillons d’algue

111.1.2.1. Cadre géographique
La région de Jijel fait partie du Sahel littoral de I'Algérie ; elle est située au Nord-Est entre
les latitudes 36° 10 et 36° 50 Nord et les longitudes 5° 25 et 6° 30 Est. Le territoire de la wilaya
dont la superficie s'éléve a 2396 km? est bordé:
v" Au Nord par la méditerranée.
Au Sud par la wilaya de Mila.

v
v Au Sud-Est par la wilaya de Constantine.
v" Au Sud-Ouest par la wilaya de Sétif.

v

La wilaya de Skikda délimite la partie Est, tandis que celle de Bejaia borde la partie Ouest.

Mermeéditerranée
- (i Skikda A;”Sfa
Tizi Ouzou Bejaia L) P 658 =
48 NS b adLhJ ./0 - ( a
) b ¥x o) / -
1) Bordj Bou : Constantine
Arrerid) Sétif Qi SC‘Uk'nhfi
& ik o ol Oy
= 0 A1 | y
o'ﬂo)ﬁ}'

Figure 5: Situation géographique de la wilaya de Jijel.
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111.1.2.2. Cadre climatologique

La Wilaya de Jijel bénéficie d'un climat tempéré avec un hiver doux caractéristique des
zones méditerranéennes.

L'analyse du climat se fera sur plusieurs parametres, notamment les précipitations et les
températures qui représentent les parametres les plus importants, de part leur quantité annuelle, et
leur répartition dans I'espace et dans le temps (tableau 7) (figure 6).

Tableau 7: Répartition de la moyenne mensuelle de la température T(C®) et des précipitations p
(mm) entre 1997 et 2017 (source : ONM de Jijel, 2018).

g g |z
— — 8 O
S 3 e S | < |= |2 |32 |< |&# |O pa a
P(mm) | 1350 | 1248 | 92,8 | 79,6 | 49,6 | 13,4 | 03,3 | 13,8 | 66,2 | 93,8 | 145,8 | 180,0
e 11.7 [11.8 |13.7 | 156 |18.8 | 225 | 254 [26.2 |23.7 | 206 | 159 |128

200

180 /_
160
rd

140

120 \\ /

100 /

30 \\ / == p(mm)
60 / =f=T (C°)

Figure 6: Chromatographe de variation mensuelle de la température T(C°) et des précipitations p
(mm) entre 1997 et 2017.
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111.1.2.3. Site d’échantillonnage
Nous avons pris notre échantillon a partir de la plage de Oueled bounar qui est situé a
I’ouest de chef lieu de la wilaya de Jijel a 4 Km (figure 7 et 8).

Figure 7 : Localisation de site d’échantillonage Figure 8: Photo de la plage de Oueled Bounar
111.1.2.4. Récolte et conservation des échantillons

Apres la récolte a la main des échantillons d’algues au niveau de la plage d’Ouled Bounar,
ils ont été immédiatement transportés au laboratoire pour étre nettoyés manuellement, débarrasses
de toutes impuretés et débris et rincés par I’eau distillée, puis séchés a I’air libre ensuite a 1’étuve
sous une température de 40 °C pendant 24 heures (Annexe 3). Lorsque on obtient la déshydratation
compléte, la matieére donc subit un broyage jusqu’a I’obtention d’une poudre moyenne utilisable
pour les différents traitements.

L’identification de 1’espéce a été faite on se basant sur les données fournies par la base
globale sur les espéces de tous les groupes d’algues (algaeBASE) (Figure 9 et 10). La classification
de I’espece retenue pour 1’étude a été confirmée par Mr Laib (Laboratoire de la Biotechnologie,

Environnement et Santé de ’'université de Jijel).

Figure 9 : Image de padina pavonica Figure 10 : Photo de padina pavonica sur site
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111.2. Méthodes
111.3.1. La préparation des extraits bruts

La méthode d’extraction que nous avons adoptée est la méthode de maceération a froid. Dans
des flacons en verre on ajoute 20 ml de chaque solvants (méthanol/ chloroforme/ dichlorométhane /
éther de pétrole/ butanol) sur 5mg de la matiére seche broyée de Padina pavonica, apres agitation
par agitateur magnétique multiposte a 1’obscurité pendant 48h, on filtre les solutions sur papier
filtre. Les extraits secs sont récupérés apres séchage des filtrats a 1’aire libre dans des boites Petri
dans un volume adéquat de chaque solvant pour obtenir une concentration de 100 mg/ml. Tous les

extraits étaient conservés a 4°C pour une utilisation ultérieure (Figure 11) (Chbani, 2011).

20 ml de solvant 5mg de la poudre d’algue padina
(méthanol/chloroforme/dichlorométhane/ pavonica
éther de pétrole/butanol)

|, | Macération et agitation pendant 48h |

v

Filtration par papier filtre
Séchage de filtrat

v
Récupération des extraits

\4
Conservation a 4°C

Figure 11: Protocole de préparation des extraits.

+ Rendement d’extraction
Aprés I’obtention des différents extraits, on a déterminé alors leurs rendements par rapport a la

quantité initiale d’algue séche selon la formule suivante : (Ainane, 2011).

Rdt = (M extrait / M aigue) 100

Sachant que :

M extrait - La masse de I’extrait (g). M aigue : La masse de 1’algue seche (g).
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111.2.2. Dosage des composés phénoliques
111.2.2.1. Dosage des composés phénoliques totaux (CPT)

La teneur totale en composés phénoliques a été mesurée a l'aide de la méthode Folin-
Ciocalteau, pour les cing extraits méthanolique, chloroformique, dichlorométhanique, étherique et
butanolique. Cette méthode a été choisie parce gu'elle donne des résultats plus cohérents et qu'elle
est moins affectée par les composés non phénoliques interférents que par d'autres méthodes

colorimétriques (Mannino et al., 2014).
+ Principe de la méthode spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu

La méthode de Folin Ciocalteau est basée sur le principe des réactions colorimétriques, dont
le réactif de couleur jaune est constitué par le mélange d’acide phosphotungstique avec d’acide
phosphomolybdique. C’est une réaction d’oxydoréduction, Lorsque 1I’oxydation des polyphénols
s’effectuée, le réactif Folin-Ciocalteau se réduise en un complexe donnant une couleur bleue
(constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdene). Sachant que I’intensité de la couleur est
proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés (Boizot et Charpentier, 2006).

+ Mode opératoire

On introduit par une micropipette un volume de 200ul de chaque extrait obtenu de padina
pavonica de concentration 100ug/ml dans des tubes a essai avec 1ml du réactif de Folin-Ciocalteau
(dilué a 10%) et 800l de carbonate de sodium (7.5%) . Apres agitation par le vortex et incubation
durant 30 min a température ambiante et a 1’obscurité, I'absorbance est mesurée a 760 nm contre
un blanc a l'aide d'un spectrophotomeétre. La courbe d'étalonnage est réaliser en utilisant 1’acide
galligue comme standard par la méme méthode et dans les mémes conditions opératoires
(Kahkonen et al., 1999) . Pour chaque extrait le test est répété 3 fois (Figure 12). Les résultats sont

exprimes en HgEAG/mgMS.

200pl de I’extrait 1ml du réactif de Folin- 800ul de carbonate de
(100pg/ml) Ciocalteau (dilué a sodium (7.5%)
10%)

v

Agitation et incubation durant 30
min a température ambianteeta |
I’obscurité

!

Lecture de ’absorbance a A= 760nm

A 4

Figure 12 : Protocole de dosage des polyphenols.
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111.2.2.3. Dosage des flavonoides

La méthode colorimétrique au chlorure d'aluminium a été utilisée pour la détermination de la

teneur en flavonoides. Dont la quercétine est considéré comme un étalon.
+ Mode opératoire

Un volume de 1ml de la solution d’extrait est ajouté a 1ml d’AlClz (2%) préparé dans le
méthanol. Le mélange est vigoureusement agité, puis incubé a I’abri de la lumiére a température
ambiante pendant 30minutes. L’absorbance est mesurée a 430 nm. La teneur en flavonoides de
I’extrait est obtenue en se référant a une courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en
milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de matiere seche de I’algue (mg EQ/ g MS).
Pour chaque extrait I’expérience est répété trois fois (Kosalec et al., 2004). (Figure 13).

1 ml de la solution d’extrait Iml d’AlCl3 (2%)
(Préparé dans le méthanol)

Agitation et incubation pdt 30mina T°
ambiante

!

Lecture de ’absorbance a 430 nm

Y

Figure 13 : Protocole de dosage des flavonoides.

111.3. Evaluation de I’activité anti oxydant

Il existe plusieurs méthodes pour I’évaluation de 1’activité antioxydante. La plupart de ces
méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans
notre étude nous avons utilisé trois différents tests chimiques a savoir : le test de la capacité
antioxydant totale (CAT). L’effet scavanger sur le radical 2,2diphényl1-1-picrylhydrazyl (DPPH) et
le test de pouvoir réducteur des composés phénoliques (Reducing Power Assay).
111.3.1. La capacité antioxydante totale (CAT)
+ Principe

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne (Prieto et al., 1999). Cette technique est basée sur la réduction de molybdene
Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoO4? & molybdéne Mo (V) MoO?* en présence

de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide.
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+ Mode opératoire

Un volume de 0.3 ml d’extrait est mélangé avec 3ml de la solution des réactifs (acide
sulfurique 0.6M, phosphate de sodium 20mM et molybdate d’ammonium 4mM). Les tubes sont
Visés et incubés a 95°C pendant 90 min (Figure 14). Aprés refroidissement, 1’absorbance des
solutions est mesurée a 695 nm contre un blanc. Le blanc est préparé en mélangeant 3ml de la
solution de réactifs et 0.3ml de méthanol et il est incubé dans les mémes conditions que
I’échantillon. La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent d’acide
ascorbique par gramme de matiére algale seche (mg EAA/g MS). L’acide ascorbique est utilisé

comme étalon. Les expériences sont répétées trois fois (Annexe 3).

0.3 ml d’extrait 3ml de la solution des réactifs (acide
sulfurique 0.6M, phosphate de sodium
20mM et molybdate d’ammonium 4
mM )

A 4

Incubation a 95 C° pendant 90 min

A

Lecture de I’absorbance a 695 nm

Figure 14: Protocol d’étude de La capacité antioxydante totale.

111.3.2. Effet scavanger du radical DPPH (diphényl picryl-hydrazyl)
% Principe

Le DPPH (2,2- diphényl -1-picryl-hydrazyl) est un radical libre stable .En présence de
composes anti radicalaires, le DPPH de couleur violette se réduit en 2,2- diphényl -1-picryl-
hydrazyl de couleur jaune (Maataoui et al., 2006).
+ Mode opératoire

Un volume de 50ul de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1950l de la
solution méthanolique du DPPH (0.025¢/1) fraichement préparée. En ce qui concerne le contréle
négatif, ce dernier est préparé en parallele en mélangeant 50ul de méthanol avec 1950ul d’une
solution méthanolique de DPPH a la méme concentration (Figurel5).

Aprés incubation a I’obscurité pendant 30 min et a température ambiante, la lecture des
absorbance est effectuée a 515nm a 1’aide d’un spectrophotometre contre un contréle négative
(Naghraoui, 2012) (Annexe 3).

28



Chapitre 111 Matériels et méthodes

50ul de chaque extrait 1950ul de la solution méthanolique du
DPPH (0.025a/l)

Agitation et incubation pdt 30 mina |
T°ambiante

A 4

A 4

Lecture de 1’absorbance a 515nm

Figure 15: Protocole d’évaluation de I’activité antioxydant par la méthode de piégeage du radical
libre DPPH.
+ Expression des résultats

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

19 = [(Ac-At) / Ac] x 100

v 1%: pourcentage d’inhibition ou d’activité antiradicalaire.
v' Ac: absorbance de controle négatif.
v' At : absorbance de I’extrait.
(Talbi H et al., 2014).
NB :
v Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
v Pour chaque concentration, le test est répété 3fois.
v" Les valeurs de I’IC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.
111.3.3. Le pouvoir réducteur des composés phénoliques (Reducing Power Assay)
+ Principe
Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique a
été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®") présent
dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*). En effet, le Fe** participe a la formation du
radical hydroxyle par la réaction de Fenton.
Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (Beddou, 2015).
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+ Mode opératoire
Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par (Oyaizu, 1986).

0.5ml d’extraits de différents concentration suivis de 1’addition de 1.25 ml d’une solution
KsFe(CN)g (1%) et 1.25 ml de solution tampon phosphaté (pH=6.6 C=0.2M). Apres agitation le
mélange est incubé a 50°c pendant 30 min, puis ,un volume de 2.5ml de TCA 10% est additionné au
mélange avant d’étre centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 min, a partir de ces tubes, 1.25 ml sont
prélevés puis additionnées del.25 ml d’eau distillée et de 0.25ml de FeCl; (0.1 %) (Figure 16).
L’absorbance de chaque solution est mesurée a 700nm a 1’aide d’un spectrophotométre. L’acide
ascorbique est utilisé comme contrble positif dans cette expérience dans les mémes conditions

opeératoires (Annexe 3).

1.25 ml de solution tampon 1.25 ml d’une solution

0.5ml d’extraits de phosphaté (pH=6.6 C=0.2M) K3sFe(CN) ¢ (1%)
différentes

concentrations ou
d’acide ascorbique |

A 4
Agitation et incubation a 50°C pendant |
30 min

< 2.5ml de TCA

\ 4 10%
Centrifugation a 3000 tours/min

pendant 10 min

y

Prélevement de 1.25 ml

0.25ml de FeCl;

(0.1 %) e
y

A

1.25 ml d’eau distillée

Mesure d’absorbance 4700 nm

Figure 16: Protocole d’étude de pouvoir réducteur.
111.4. Analyse statistique des données
La comparaison des valeurs enregistrees entre les cing extraits pour étudiee la différence a éte
réalisé par ANOVA a un facteur et le test de STUDENT pour comparé chaque deux extraits.
+ Le seuil de signification
Le seuil de signification est représenté comme suit :

Trés
significatif

Hautement
sianificatif

Non
significatif

| Significatif ‘

P >

<0.001 <0.01 <0.05

*** . Hautement significatif ~ ** : Tres significatif * . Significatif NS : Non significative
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Chapitre IV Résultats et discussion

IV.1. Résultats et interprétation
1V.1.1. Détermination de rendement d’extraction

Les extractions effectuées par la méthode de macération durant 48h en utilisant les
solvants : méthanol, chloroforme, éther de pétrole, dichlorométhane, et butanol nous permet de
calculer le rendement de chaque extrait qui est exprimé en pourcentage pour 100 g du matériel
vegeétal sec et broyé. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 8 et la figure 15:

Tableau 8 : Tableau récapitulatif regroupant les rendements des différents extraits bruts.

Méthanol 0.5 Vert 10
Chloroforme 0.46 Vert 9.2
Ether de pétrole 0.43 Jaune clair 8.6
Dichlorométhane 0.42 Marron 8.4
Butanol 0.23 Vert 4.6

Rendement (%)

1

o

oON B~ OO

Figure 15 : Rendements des extraits bruts exprimés en pourcentage.

Nous constatons que ’extrait brut méthanolique donne un meilleur rendement de 10 %
suivi par I’extrait chloroformique de 9.2 %, et les extraits éthérique et dichlorométhanoique de 8.6
% et 8.4 % respectivement. C’est pour le butanol qu’on a enregistré le rendement d’extraction le

plus faible évalué a 4.6 %.
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L’analyse statistique des résultats réalisée par le test ANOVA montre qu’il y’a une
difference significative entre les rendements des différents extraits. Le test de student nous a permis
de constater une différence hautement significative entre I’extrait méthanolique et 1’extrait
butanolique (p<0.001) et une différence non significative (p>0.05) entre I’extrait chloroformique et
I’extrait méthanolique.

1V.1.2. Dosage des composés phénoliques
1V.1.2.1. Dosage des composés phénoliques totaux

Les résultats obtenus des teneures en polyphénols des différents extraits de I’espéce Padina
pavonica sont illustrés dans le tableau 9 et la figure 17. Les concentrations sont exprimées en
microgrammes équivalent d’acide gallique par milligramme de la matiére séche en utilisant

I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage (Figure 16).

0,9
08 y = 0,0081x - 0,0162

’ R? = 0,9988 /
0,7
0,6
0,5
04
03
0,2

0,1 -
0 T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120
concentration de l'acide galique en pg/ml

absorbance a 760 nm

Figure 16: Courbe d'étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols.

Tableau 9: Quantité des phénols totaux dans les différents extraits.

Méthanol 925+433
Chloroforme 83.7+2.60
Ether de pétrole 36.25+5
Butanol 775+£1.25
Dichlorométhane 48.75 £ 2.16
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ug EAG/mg de la matiére séche

Figure 17 : Teneurs en polyphénols totaux dans les différents extraits.

L’étude statistique par ANOVA montre une différence significative entre les teneurs des
extraits en polyphénols (p<0.001).

L’analyse des composés phénoliques montre que 1’extrait méthanolique obtenu a partir de
I’algue brune Padina pavonica posséde la teneur la plus élevée en phénols totaux de 92,5+ 4.33 g
EAG/mg MS alors que la plus faible valeur a été enregistrée avec 1’extrait étherique de 36.25 + 5 g
EAG/mg MS. Les teneurs des autres extraits sont de 1’ordre de 83.7 £ 2.60, 77.5 + 1.25 et 48.75 *

2.16 pg EAG/mg MS pour le chloroforme, butanol et dichlorométhane respectivement.
1V.1.2.2. Dosage des flavonoides

La détermination quantitative des flavonoides a été réalisée par la méthode de trichlorure
d’aluminium, dont les résultats obtenus sont présentés par une moyenne de trois répétitions =
I’écart type est exprimé en milligrammes équivalent de quercétine par gramme de la matiére séche
en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage (Figure 18). Les résultats

de dosage sont présentés dans le tableau 10 et figurel9.
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Figure 18 : Gamme d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.

Tableau 10 : Quantité des flavonoides dans les différents extraits (mg EQ/g MS).

Extrait méthanolique 6.37+£0.06
Extrait chloroformique 6.14+0.185
Extrait éthérique 4.14+0.141
Extrait butanolique 6.5+0.214
Extrait dichlorométhane 5.85+0.602
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Figure 19 : Quantité des flavonoides dans les différents extraits (en mg EQ/g MS)
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D’aprés 1’analyse des résultats obtenus par le test statistique ANOVA, on a trouvé une
difféerence significative entre les teneurs des extraits en flavonoides (p <0.001). La concentration
la plus élevée en flavonoides dans cette étude est enregistrée dans ’extrait butanolique avec 6,5 mg
EQ/g MS. Le test de student nous a permis de noter des différences de concentrations en
flavonoides non significatives (p>0.05) au sein des trois extraits (méthanol, chloroforme et butanol),
cependant les différences sont significatives entre chacun des trois derniers extraits et les extraits
dichlorométhane et éther de pétrole dont on a enregistré les plus faibles concentrations (5.85+0.602
et 4.14+0.141 mg EQ/g MS respectivement).

1V.1.3. Evaluation de P’activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des différents extraits de I’algue brune Padina pavonica est évalué par trois
tests qui sont la capacité antioxydante totale, Piégeage du radical libre DPPH et le pouvoir

réducteur.
IV.1.3.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale des extraits étudiés est exprimée en milligramme équivalents
d’acide ascorbique par g de MS (mg EAA/g MS) a partir d’une courbe d’étalonnage (y = 0,004 X -
0,084 ; R2 = 0,994) (figure20). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 11 et la figure
21.

1
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Figure 20 : Gamme d’étalonnage de I’acide ascorbique.
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Tableau 11: Capacités antioxydantes totales des différents extraits exprimées en mg EAA/g ES.

Extrait 52.75+0.5 545+0.25 57.25+£0.25 74 £0.75
méthanolique

Extrait 26.25+0.75 30.5 +0.75 31.25+0.25 33+0.25
chloroformique

Extrait butanol 46.5 +0.25 48.75 +£0.5 52 +0.5 71.25 +0.75
Extrait éthérique 23.25 +0.25 23.75 +0.25 25.25+ 0.5 26.25 +0.5
Extrait 23+0.25 25.75+0.5 32.5+0.25 34.25 £0.75
dichlorométhanique

w1
o

M extrait méthanolique
M extrait chloroforme

I extrait butanol

capacité antioxydante totale
(mgE AA/gMS)
»
o

30
M extrait ether de pétrole
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Figure 21: Comparaison de la capacité antioxydante totale des différents extraits.

Nous observons d’aprés les résultats obtenus que 1’estimation de la CAT des différents
extraits a montré une variabilité hautement significative (p<0.001) en fonction de la nature de
solvant (méthanol, chloroforme butanol, dichlorométhane, et 1’éther de pétrole), ainsi une
augmentation trés significative (p<0.01) en fonction de la concentration. Le test de student nous a
montré que la capacité antioxydante totale est hautement significative entre I’extrait méthanolique

et D’extrait éthérique (p=0.00019), trés significative entre 1’extrait chloroformique et 1’extrait
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butanolique (p=0.0029) et significative entre 1’extrait éthérique et dichlorométhanique (p=0.08).
(annexel)

Nous remarquons qu’aux différentes concentrations (1, 2, 4 et 8 mg/ml), 1’extrait
méthanolique a un pouvoir antioxydant total le plus élevé (52.75 + 0.5, 54.5 + 0.25, 57.25 + 0.25 et
74 + 0.75 respectivement) par rapport aux extraits butanolique, chloroformique,

dichlorométhanoique et éthérique.

#+ Corrélation entre composés phénoliques et capacité antioxydante totale
Les résultats montrent 1’existence d’une moyenne corrélation (R?=0.510) entre les teneurs en

polyphénols et (R?=0.579) pour les flavonoides et I’activité antioxydante totale (annexe 2)

1VV.1.3.2. Piégeage du radical libre DPPH (2.2-Diphényl-1-picrylhydrazyl)
Les résultats obtenus sont présenté dans le tableau 12 et la figure 22 :
Tableau 12: Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe d’acide ascorbique et des extraits testés

(chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD).

Extrait 62.61 + 1.26 66.93 +1.08 74.06 +1.18 78.41+1.23

méthanolique

Extrait 59.75+1.21 60.07+1.86 60.53 +1.84 60.93 +1.17

chloroformique

Extrait 55.25+1.2 56.49 +1.23 58.60 = 1.09 59.83+1.23

dichlorométhane

Extrait éther de 40.93 £1.25 44.03 +1.29 46.03+ 1.49 50.72 £1.02
pétrole

Extrait butanol 60.21+1.22 61.03+ 1.65 62.50 £ 1.07 63.85+ 2.23

Acide ascorbique 89.52+1.25 90.67+1.22 90.82+1.42 90.97+1.23
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Figure 22: Pourcentages d’inhibition du radicale DPPH* d’acide ascorbique et des extraits testés.

La régression linaire des courbes des pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH des

différents extraits nous a permis de déterminer la concentration inhibitrice 50% de quantité primaire

de DPPH (IC50) . Les résultats obtenus sont exprimés en (mg/ml) et présentés dans le tableau 13.

Tableau 13 : valeurs d’IC50 exprimées en mg/ml

Extrait méthanolique 2.01
Extrait chloroformique 3.37
Extrait éthérique 6.14
Extrait dichlorométhane 3.83
Extrait butanolique 3.09
Acide ascorbique 0.011

Une différence hautement significative (p<0.001) a été enregistrée entre la capacité

inhibitrice des différents extraits. Le test de student montre que la capacité inhibitrice differe

hautement significativement entre 1’extrait méthanolique et I’extrait éthérique (p=0.0005), tres

significativement entre 1’extrait ¢éthérique et D’extrait Dichlorométhanique (p=0.0015) et
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significativement entre 1’extrait chloroformique et 1’extrait dichlorométhanique (p= 0.036) (Annexe
1).

Nous constatons que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour les extraits était
inférieur a celui de I’acide ascorbique, utilisé comme référence, pour toutes les concentrations. pour
une concentration de 8mg/ml, le pourcentage d’inhibition de DPPH est de 78.41 + 1.23 % pour
I’extrait méthanolique tandis que D’extrait n-butanolique est de 63.85 + 2.23 %, I’extrait
chloroformique est de 60.93 £1.17%, D’extrait dichlorométhanoique est de 59.83 = 1.23 % et
I’extrait éthérique avec un pourcentage d’inhibition de 50.72 £1.02 %. Ces pourcentages
correspondent a une inhibition totale du DPPH reflétée par la décoloration compléte du DPPH du

violet en jaune pale.

+ Corrélation entre composés phénoliques et Piégeage du radical libre DPPH (2.2-Diphényl-
1-picrylhydrazyl)
La corrélation entre la teneur des extraits en composés phénoliques et I’inhibition du radical
libre DPPH présentée par IC50 montre I’existence d’une forte corrélation (R?=0.763) pour les
polyphénols et (R*=0.893) pour les flavonoides (Annexe 2).

1V.1.3.3. Le pouvoir réducteur

Les résultats de ’activité réductrice des différents extraits de 1’algue Padina pavonica sont

représentés dans le tableau 14 et la figure 23.

Tableau 14 : Pouvoir réducteur des différents extraits

Extrait 0.038 £0.003 0.108 + 0.002 0.144 £ 0.002 0.183 + 0.001
méthanolique

Extrait 0.021 +£0.001 0.086+0.002 0.096 + 0.02 0.109 +0.002
chloroformique

Extrait 0.018+0.002 0.055 +0.001 0.063 £0.025 0.104 +0.002
dichlorométhane

Extrait éther de | 0.006+0.002 0.008 +0.0015 0.014+ 0.002 0.037 +£0.002
pétrole

Extrait butanol 0.021+0.001 0.054+0.001 0.102 +0.002 0.124 +0.001
Acide ascorbique | 1.038+0.003 1.272+0.002 1.292+0.003 1.353+0.001

39



Chapitre IV Résultats et discussion

1,6

1,4

1,2 /

€
§ 1 —e— extrait méthanolique
~
© / —— extrait chloroformique
Q
o 0,8
& / —aA— extrait butanol
o)
§ 0,6 —%—extrait dichlorométhane
© / —¥— extrait ether de pétrole

0,4 / —@— acide ascorbique

0,2

0 ¥ —¥— . - .
0 2 4 6 8 10

concentration (mg/ml)

Figure 23 : Evaluation de I’activité antioxydante des extraits par la méthode de pouvoir réducteur

de fer (chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD)

La capacité réductrice des différents extraits varie hautement significativement (p<0.001)
entre les différents extraits (Annexe 1). A partir des résultats obtenus, on remarque que le pouvoir
réducteur des extraits de Padina pavonica augmente d’une maniére concentration dépendant c’est-
a-dire que la capacité de réduction de fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration
des d’extraits.

Les résultats obtenus montrent que la capacité des extraits de réduire le Fer est largement
inférieure a celle de I’acide ascorbique. A la concentration de 8mg/ml, le pouvoir réducteur est
beaucoup plus important dans I’extrait méthanolique (0.183 £ 0.001) par rapport a I’extrait
butanolique, chloroformique, dichlorométhanoique et éthérique (0.124 £0.001, 0.109 £0.002, 0.104
+0.002 et 0.037 £0.002 respectivement).

4+ Corrélation entre le pouvoir réducteur et les composés phénoliques
Les résultats obtenu montre Iexistence d’une corrélation (R?=0.748) pour les polyphénols et
(R?=0.734) pour les flavonoides (Annexe 2).
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1VV.2. Discussion

Dans notre travail, nous avons réalisé le dosage des composés phénoliques (polyphénols et
flavonoides) et évalué 1’activité antioxydante des différents extraits d’une algue brune Padina
pavonica récoltée a partir du littoral Jijelien (plage Ouled Bounar) par trois tests: capacité
antioxydant totale, piégeage du radicale libre et le pouvoir réducteur du fer.

D’aprés les résultats d’extraction obtenus, le meilleur rendement c'était pour 1’extrait
méthanolique (10%) alors que le plus faible rendement était pour 1’extrait butanolique (4.6%).

Ces résultats sont en accord avec ceux de Ben Abdallah et ces collaborateurs en 2013 qui
confirment que 1’extrait méthanolique présente le meilleur rendement pour les espéces algales
brunes Dictyota dichotoma a 3.01 % et Cystoseera crinita a 2.88%.

Les rendements d’extraction obtenus pour les differents extraits sont plus considérables que
ceux reportés par 1’étude réalisée par (Ainane, 2011) sur les algues brunes ou il a enregistré des
valeursde 5.67% ,0.22% et 0.25% pour les extrait méthanolique, éthérique et chloroformique
respectivement concernant 1’espéce Cystoseira tamariscfolia ainsi que les valeurs 8.66%, 0.92% et
1.43% concernant 1’espéce Bifurcaria bifurcata.

Nos valeurs obtenues pour I’extrait méthanolique sont comparable a celles de (Guezzen,
2014) pour I’algue brune Cystoseira stricta qui trouve une intervalle de 4.33% a 11.23% durant
I’année, mais, ils sont incomparables pour 1’extrait éthérique par une intervalle de 0.93% a 1.85%.

Selon (Turkmen et al., 2005) la granulométrie de la poudre joue un réle primordiale, dont
la faible taille des particule augmente la surface de contact avec le solvant, et donc favorise les
capacités d’extraction.

Selon (Michele et al., 2012) le rendement des extractions dépend de la polarité croissante et
de la nature du solvant utilisé, aussi de la méthode d’extraction suivie (macération, décoction,
infusion). Ainsi que cette différence peut étre causée par le changement de temps d’échantillonnage.
Par ailleurs, des études antérieures ont confirmé une variation spacio- temporelle des teneurs en
composant bioactifs des algues brune (Mannino, et al., 2014).

Pour le dosage des composés phénoliques (polyphénols et flavonoides), les quantités les plus
élevés des polyphénols sont enregistrés pour les extraits méthanolique, chloroformique et
butanolique ce qui est en accord avec 1’étude de (Naja et al., 2012) sur les especes Sargassum
Vulgare et Padina pavonica ou il a remarqué que la valeur la plus élevée a été enregistrée pour
I’extrait butanolique. Tandis que I’extrait méthanolique présente une forte teneur en polyphénols, on
comparant avec les résultats de (Chakraborty et al., 2013) a 16.64 mg EAG/g MS pour I’espéce
Turbinaria Conoides. Benabdellah et al (2017) et Mannino et al (2014) ont confirmé que les

algues brunes sont les plus riches en polyphénols par rapport aux algues vertes et rouges.
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(Turkmen, 2005) prouve que la méthode adoptée dans ’extraction ainsi que le dosage provoque
une variabilité des résultats.

Concernant les flavonoides, la plus forte teneur a été enregistrée pour les extraits
méthanolique et butanolique tandis que la plus faible quantité a été enregistrée pour 1’extrait
¢éthérique. Pour I’extrait méthanolique, La teneur en flavonoides enregistrée dans cette étude est
plus faible que celle de (chia et al., 2015) avec des teneurs de 38.4+ 1.64 mg EC/gMS chez
I’espeéce Padina tetrastromatica, en revanche, elle reste comparable avec cellet enregistrée par
I’ecpéce Sargassum linifolium dans les travaux de (Ismail, 2016) (4.53+0.50 EC/gMS). Donc, le
méthanol reste le meilleur solvant pour I’extraction des composés phénolique en raison de leur
polarités et leurs solubilité pour ces composés (Abdille et al., 2005).

Aprés le dosage des composes phénoliques dans les différents extraits de 1’algue brune
Padina pavonica, nous essayons d’évaluer I’activité antioxydante de ces extraits par trois méthodes.

Le test de la capacité antioxydante totale montre une augmentation dose dépendante pour
les cing extraits ainsi que des variations en fonction du type de solvant utilisé. La meilleure valeur
de CAT a été enregistrée pour I’extrait méthanolique et 1’extrait butanolique et la plus faible valeur
a été observée pour I’extrait éthérique. Nos résultats sont en accord avec 1’étude de (benabdellah et
al., 2017) réalisée sur I’espéce algale Codium fragile qui a abordé le potentiel antioxydant élevé de
I’extrait méthanolique Vvis-a-vis les autres extraits. Selon la littérature, il a été confirme que le
méthanol reste le solvant de luxe pour I’extraction des composées bioactifs favorisant 1’effet
antioxydant total (Guezzen, 2014).

Il a été enregistré qu’a 8mg/ml, I’extrait méthanolique a un pouvoir antioxydant le plus
élevé (74 = 0.75 mg EAA/g MS) par rapport aux extraits chloroformique, butanolique, éthérique et
dichlorométhanique (respectivement 33 +0.25 mg EAA/g MS, 71.25+ 0.75 mg EAA/g MS,
26.25+0.5 mg EAA/g MS et 34.25 +0.75mg EAA/g MS).

Le pouvoir antioxydant observé dans les cing extraits peut étre di essentiellement a la
richesse des extraits en polyphénols particulierement les flavonoides, et aussi en fonction des
structures chimiques des molécules bioactives. Pour ce raison on a réalisé la corrélation entre la
teneur des extraits en composés phénoliques et la capacité antioxydante totale. Les résultats
montrent 1’existence d’une moyenne corrélation (R°=0.510) pour les polyphénols et (R?=0.579)
pour les flavonoides (Annexe let 2).

Le deuxiéme test d’évaluation de ’activité antioxydante était le test de piégeage du radical
libre DPPH'. Les résultats d’inhibition de DPPH montrent une augmentation du pourcentage
d’inhibition proportionnellement a la concentration jusqu’a la concentration 4mg/ml ou de laquelle

les courbes s’orientent vers 1’état stationnaire.
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On a remarqué que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour les extraits était
inférieur a celui du standard pour toutes les concentrations utilisées ce qui est en accord avec les
résultats des études antérieurs (Seladji et al., 2014). Pour une concentration de 4mg/ml 1’acide
ascorbique a révélé un pourcentage d’inhibition de DPPH de 90.82% +4.25.

Concernant les cing extraits, pour une concentration de 4mg/ml, le pourcentage
d’inhibition de DPPH est de 74.06 + 1.18% pour I’extrait méthanolique, 62.50 = 1.07% pour
I’extrait butanolique, 60.53 +1.84% pour [D’extrait chloroformique tandis que [Dextrait
dichlorométhanoique est de 58.60 £ 1.09% et I’extrait éthérique est de 46.03+ 1.49%. Ces
pourcentages correspondent a une inhibition totale du DPPH reflétée par la décoloration compléte
du DPPH du violet en jaune péle.

La capacité antioxydant des différents extraits a ét¢ déterminée a partir de 1I’IC50, c’est la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur d’IC50 est basse, plus
I'activité antioxydante d'un composé est grande (Hebi et Eddouks, 2016). I’'IC50 de chaque extrait
est déterminée a partir des équations des régressions linéaires des graphes, dont on a I’'IC50 de
1’acide ascorbique est 0.011mg/ml.

Comparativement & la littérature, les travaux de (Celenk et al., 2016) pour I’extrait
méthanolique sur I’espéce Codium fragile a IC50=0.02mg/ml et Padina pavonica a 0.3mg/ml, les
valeurs obtenus pour notre espéce ne sont pas en accord avec ces résultats ceci probablement du a
I’effet d’espéce ainsi que les conditions climatiques et régionales de site d’échantillonnage, ce qui
peut influencer 1’activité antiradicalaire.

L’évaluation de I’activité antioxydante en adoptant le test du pouvoir réducteur nous a
permis de déduire que le pouvoir réducteur des extraits de Padina pavonica est dose dépendant
(concentration dépendante). Les résultats obtenus montrent que la capacité des extraits a réduire le
fer est largement inférieure a celle de I’acide ascorbique. A la concentration de 8mg/ml, le pouvoir
réducteur est beaucoup plus important dans 1’extrait méthanolique (DO= 0,138 £ 0,001) par rapport
aux autres extraits.

Nos résultats sont en accord avec ceux d’une étude de (Kelman et al., 2012) qui
s’intéresse a étudier le pouvoir réducteur des algues ; rouges, vertes et brunes et confirme que les
algues brunes ayant la plus forte capacité réductrice.

Le pouvoir réducteur des extraits de Padina pavonica est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phenoliques qui peuvent servir comme donneur
d’¢lectron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs
des oxydants (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Pour confirmer cette hypothése, on a testé la

corrélation entre la teneur en composés phénoliques dans les différents extraits et le pouvoir
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réducteur. Les résultats obtenu montre I’existence d’une forte corrélation (R2=0.748) pour les
polyphénols et (R*=0.734) pour les flavonoides.

On constat que ces corrélations sont considérable mais ne sont pas absolues Cela peut étre
dd a la présence d’autre molécules responsables du pouvoir antiradicalaire. Cette théorie est
soutenue par (Kelman et al., 2012) qui rapportent que les caroténoides et les fucoxanthin sont

parmi les composes majoritaires responsables de la majorité des activités biologiques.
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Conclusion

L’objectif de notre présent travail est d’étudier in vitro D’activité antioxydante d’une
algue brune Padina pavonica, récoltée de la plage d’Ouled Bounnar a Jijel en vue d’une
valorisation de la biomasse algale algérienne.

L’étude phytochimique a été réalisée sur cing extraits différents & savoir 1’extrait
méthanolique, chloroformique, butanolique, dichlorométhanoique et éthérique pour quantifier
les polyphénols et les flavonoides en tant que composés phénoliques majoritaires dans les
algues marines. Les résultats obtenus montrent une variabilité des teneurs en polyphénols en

fonction du solvant utilisé et méme en fonction des différentes concentrations d’extrait.

Le rendement d’extraction est considérable pour 1’extrait méthanolique, Suivie par
I’extrait chloroformique, alors que les faibles résultats ont été enregistrés pour 1’extrait

étherique.

Afin de confirmer D’efficacité antioxydante de notre algue brune Padina pavonica,
I’étude in vitro effectuée par trois tests (CAT, piégeage du radical libre DPPH et le pouvoir
réducteur) nous a permis de conclure que I’extrait méthanolique a prouvé son efficacité dans
I’amélioration du stress oxydatif. Ces données peuvent étre eventuellement expliquées par la

richesse de 1’extrait méthanolique en composants polyphénoliques de vertu antioxydant.

Les résultats obtenus in vitro ne sont qu’un premier pas dans la recherche des substances
bioactives de Padina pavonica. Pour cela, nous envisageons de nombreuses perspectives,
parmi elles :

e Développer des tests d’activité antioxydante en utilisant d’autres méthodes

d’évaluation in vitro et in vivo.

e Evaluation quantitative des composés bioactifs par des méthodes spectrales (RMN,

UV...) et chromatographiques (HPLC, CCM, CPQG).

e Exploiter ces molécules en biotechnologie comme antioxydants naturels sans effets

néfastes sur la santé humaine.

e Explorer d’autres activités biologiques de Padina pavonica (anti-inflammatoire,

antifongique, antibiotique...).
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Annexe 1 : Résultats d’analyse statistique

E M : extrait méthanolique

E C : extrait chloroformique

E B : extrait butanolique

E E : extrait éthérique

E D : extrait dichlorométhanique

Tableau d’analyse statistique des résultats de test de la capacité antioxydante totale

EM EC EB EE ED
EM 1 0.0005*** 0.264 0.00019*** | 0.00074***
EC 0.0005*** 1 0.0029** 0.006** 0.333
EB 0.264 0.0029** 1 0.0009*** 0.0031**
EE 0.00019*** 0.006** 0.0009*** 1 0.08
ED 0.00074*** 0.333 0.0031** 0.08 1

Tableau d’analyse statistique des résultats de test de piégeage du radical libre DPPH

EM EC EB EE ED
EM 1 0.053 0.0005*** 0.014* 0.0515
EC 0.053 1 0.03* 0.063 0.036*
EB 0.0005*** 0.03* 1 0.0009*** 0.0015**
EE 0.014* 0.063 0.0009*** 1 0.0003***
ED 0.0515 0.036* 0.0015** 0.0003*** 1

Tableau d’analyse statistique des résultats de test de pouvoir réducteur

EM EC EB EE ED
EM 1 0.146 0.154 0.009* 0.076
EC 0.146 1 0.484 0.012* 0.274
EB 0.154 0.484 1 0.025* 0.310
EE 0.009* 0.012* 0.025* 1 0.030*
ED 0.076 0.274 0.310 0.030* 1
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Figure représente la corrélation entre la quantité des flavonoides et I’'TC50
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Annexe 3 : Images et photos

Test de piégeage de radical DPPH
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Test de pouvoir réducteur de fer



