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Résumé

Dans cette contribution, nous nous somme intéressés a l'étude phytochimique et
I'évaluation des activités antioxydantes des extraits méthanolique, acétonique,
chloroformique, dichlorométhanique et hexanique de 1’algue brune Encyonema sp. de la
famille des Cymbellaceaes, récoltée de la station de filtration des eaux de Bouhlou de la
wilaya de Tlemcen pendant les deux mois de février et de mars.

Les rendements les plus élevés sont ceux obtenus dans les mois de février et de mars
pour le chloroforme (2.698 %) et dichlorométhane (4.108 %). Alors, le rendement en huile
fixe est faible de I'ordre de 0.748%.

Durant le mois de mars, les teneurs en phénol totaux (12.171+1.633 mg EAG/g MS)
et en tanins condensés (11.07£2.379 mg EC/g MS) sont ¢levées dans 1’extrait
dichlorométhanique. Aussi, le dosage en phénols totaux et en flavonoides dans I’huile fixe a
présenté des valeurs de 6.401 + 1.517mg EAC/g MS et 6.106 + 0.013mg EC/ g MS,
respectivement.

L’algue Encyonema sp. a démontré des teneurs en chlorophylles (a) et en chlorophylle
total avec des teneurs 1.88 et 2.026 mg/g , respectivement.

L’¢étude du pouvoir antioxydant a révélé que I’extrait dichlorométhanique a une
meilleure capacité antioxydante totale (12.877+0.958 mg EAA/g MS). Les extraits
dichlorométhanique et chloroformique ont une bonne activité antiradicalaire vis-a-vis du
radical DPPH avec des pourcentages d'inhibition égales a 55.65 et 54.79 %, respectivement a
20 mg/ml, dont les concentrations ECsy égalent a 10.659+1.027 et 18.653 +0.598 mg/ml
pendant le mois de février. En revanche, ces deux extraits ont enregistrés des capacites
réductrices dont les concentrations ECs, égalent a 3.869 + 0.065 et a 4.050 + 0.097 mg/ml,
respectivement. Alors, I’huile fixe a noté une activité faible du piégeage du DPPH (ECs =
15.943 mg/ml).

La corrélation trouvée en utilisant le test de Pearson est positive entre la capacité
antioxydante totale et les phénols totaux (r=0.996), flavonoides (r=0.976) et les tanins

condensés (r=0.82).

Mots clés: Algue brune, Encyonema sp, Eau douce, Etude phytochimique, Activité

antioxydante, Corrélation.



Abstract

In this contribution, we sum interested in this work to the phytochemical study and evaluation
of antioxidant activities of methanol extracts, acetone, chloroform, dichloromethane and
hexane brown seaweed Encyonema sp. Family of Cymbellaceaes, harvested from the filter
station for water Bouhlou of Tlemcen during the two months of February and March.

The highest yields are those obtained in the months of February and March for chloroform
(2.698%) and dichloromethane (4.108%). Then, the yield fixed oil is low in the order of
0.748%.

During March, the contents of total phenol (12.171 £ 1.633 mg EAG / g MS) and condensed
tannins (11.07 + 2.379 mg CE / g MS) are high in dichloromethane extract. Also, the dosage
of total phenols and flavonoids in the fixed oil showed values of 6.401 + EAC mg /g = 6.106
mg MS and EC / g DM, respectively.

The Encyonema seaweed sp. demonstrated levels of chlorophylls (a) and in total chlorophyll
contents with 1.88 and 2.026 mg / g respectively.

The study of the antioxidant capacity revealed that the dichloromethane extract greater
total antioxidant capacity (12,877 0.958 mg EAA / g MS). The dichloromethane extracts and
chloroform have a good anti-radical activity vis-a-vis the DPPH radical with inhibition
percentages equal to 55.65 and 54.79% respectively at 20 mg / ml, with concentrations EC50
equal to 10,659 + 1,027 and 18,653 + 0.598 mg / ml during the month of February. However,
these extracts have registered reducing capabilities EC50 concentrations equal to 3.869 +
0.065 and 4.050 £ 0.097 in mg / ml, respectively. So the fixed oil noted low activity
sequestration DPPH (EC50 = 15,943 mg / ml).

The correlation found by using the Pearson test is positive between total antioxidant capacity
and total phenols (r = 0.996), flavonoids (r = 0.976) and condensed tannins (r = 0.82).

Keywords: brown seaweed, Encyonema sp, Freshwater, phytochemical study, antioxidant
activity, Correlation.
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Introduction

Les produits d’origine naturelle occupent une place importante dans la découverte de
nouveaux medicaments. On estime que prés de 50% des agents thérapeutiques utilises
actuellement proviennent de sources naturelles (animaux, plantes, champignons, algues, etc.).
On estime également que moins de 10% des espéces végétales ont été étudiées pour leurs

activités biologiques (Balunas et Kinghorn, 2005; Lioret, 2010) .

Les algues sont des organismes terrestres les plus anciens et les seuls étres vivants
capables de produire de la matiére organique par la photosynthése (Hervé, 2012). Elles
sont essentiellement aquatiques dans les eaux douces ou marines, et certaines vivent sur la
neige ou la glace des régions polaires et des hautes montagnes. D’autres au contraire
supportent dans les eaux des sources thermales des températures élevées (algues
thermophiles). Elles comprennent 20 000 a 30 000 especes dans le monde, soit 18% du regne
vegétal (Morereetal., 2002).

Les algues sont divisées en trois groupes selon leur pigmentation : algues vertes, algues
brunes et algues rouges. Chacun de ces groupes est caractérisé par la présence de chlorophylle
qui confeére la couleur verte aux végétaux. Chez les algues brunes et rouges, les pigments
surnuméraires se substituent au vert de la chlorophylle. Il s’agit des xanthophylles et des
caroténoides (fucoxanthine). Chez les algues rouges, il s’agit des phycoérythrines et

phycocyanines (Floc’h et al., 2006).

Les phéophytes ou algues brunes qui sont regroupées dans la classe des Fucophycées
appelées autrefois les Phéophycées. Leur couleur est due a I'abondance des pigments bruns, la
fucoxanthine, qui masque les chlorophylles a et e (Ainane, 2011). Ces algues sont une source
riche potentiellement de métabolites biologiquement actifs qui peuvent étre employés dans
plusieurs domaines, tels que : l'alimentation, la cosmétique, le textile, la papeterie, la
pharmaceutique et la médecine. Leurs propriétés antitumorales, antimicrobiennes, antivirales
et anti-inflammatoires leur conferent une valeur appréciée en pharmacie et en médecine
(Borowitzka, 1992 ; Febles, 1995 ; Tarlan et al., 2002; Ely, 2004; Cardozo et al., 2006).



Introduction

Dans ce contexte, notre choix est basé sur I’algue brune Encyonema sp. récoltée de la
station de filtration des eaux de Bouhlou du sud-ouest de la wilaya Tlemcen durant deux mois
de février et de mars 2015 pour but de la valoriser en quantifiant les teneurs en composés

phenoligues et en pigments et en évaluant le pouvoir antioxydant des extraits obtenus.
La démarche adoptée pour aboutir notre but est la suivante :
La premiere partie : concernant I'étude bibliographique comprend :
> Généralités sur les algues et les microalgues en appuyant sur la classification, la
distribution, la reproduction, et la présentation de ’espéce algale, dans le premier
chapitre;

» Un apercu général sur les radicaux libres et les antioxydants en deuxieme chapitre.

La deuxieme partie reporte la description du protocole expérimental a savoir :

A\

L'extraction et fractionnement de l'extrait de l'algue par des solvants de polarité
différente : (méthanol, chloroforme, acétone, dichlorométhane et hexane).

Dosage des phénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés ;

Dosage des chlorophylles et caroténoides

L’extraction d’huile fixe de notre algue Encyonema sp.

YV V V V

Evaluation des propriétés antioxydantes des extraits de l'algue Encyonema sp, par
trois méthodes : la capacité antioxydante totale, le piégeage du radical libre DPPH et

la réduction du fer.

La troisieme partie consiste a interpréter et discuter les résultats obtenus.
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1. Introduction :

Les algues sont des organismes chlorophylliens se développant dans I’eau ou dans des
milieux trés humides. Elles sont a la base du cycle biologique existant dans l’eau et
constituent donc le point de départ de la chaine alimentaire qui aboutit aux peuplements
piscicoles exploités par ’homme (lltis, 1980). Du fait de leurs milieux de vie aquatique et
parce que microscopiques pour la plupart elles demeurent moins bien connues que les autres
végétaux (Gayral, 1975).

On distingue deux grandes catégories d’algues: les microalgues, organismes
unicellulaires et les macroalgues, végétaux macroscopiques généralement fixés sur le fond
marin.

2. Microalgues :
2.1.Description :

Peuplant les eaux douces comme marines, les microalgues présentent une diversité plus
grande que celle de toutes les plantes terrestres. Il existerait sur le globe au moins 200 000
espéces différentes. Ces organismes constituent un groupe polyphylétique, trés diversifié avec
des procaryotes (les algues bleues ou cyanobactéries) d’une part et les eucaryotes réunissant
les algues vertes, rouges et brunes d’autre part.

Le classement en divisions est basé sur diverses propriétés telles que la pigmentation, la
nature chimique des produits de stockage issus de la photosynthése, I'organisation des
membranes photosynthétiques et d'autres caractéristiques morphologiques (figure 01)
(Person, 2011).

: Gepinrocapsa E : Dunaiielia tertiolecia J : Bacillariopincea
: Haematococcus iacustris F : Chaetoceros calcitrarns K : Raphidophceae

: Spruiina platensis H : Dinophysis acwminate L : Botryococcus
: Chioreiia vuigaris 1 : Alexandraon
Lz longusur du trait dans chague figure est €gzale 2 10pm.

Figure 01 : Diversité morphologique des microalgues (Sumi, 2009)
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Les espéces de microalgues les plus cultivées sont: la cyanobactérie Arthrospira (la
spiruline, qui représenterait 50% de la production mondiale), suivie par les microalgues vertes
Chlorella, Dunaliella, Haematococcus, Nannochloropsis et la diatomée Odontella (Abed et
al., 2008).

2.2.Diversité et classification

Les microalgues constituent un groupe extrémement hétérogéne rassemblé autour d’une
cohérence physiologique : la photosynthése oxygénique (Andersen, 1992). Cette famille
rassemblerait de plusieurs centaines de milliers a plusieurs millions d’espéces selon les
estimations, parmi lesquelles 47000 espéces sont décrites (Andersen et al., 1997). Par
comparaison, la diversité¢ des plantes supérieures est de 1’ordre de 400 000 espéces. La
classification (Tableau 1) de cette diversité est complexe et la taxonomie est sujette a de
fréquents bouleversements du fait notamment de 1’utilisation des techniques de phylogénie

moléculaire (Sharma et Rai., 2011)

Tableau 1 : Diversité des microalgues eucaryotes et procaryotes, marines et d’eau douce
(Jeffrey et al., 1997;Sharma et Rai, 2011)

Régne Embranchement/Classe

Procaryotes Cyanophytes

Prochlorophytes

Eucaryotes Bacillariphytes
Charophytes
Chlorophytes

Chrysophytes

Cryptophytes
Dinophytes

Euglenophytes

Glaucophytes

Haptophytes
Phaeophytes
Rhodophytes
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2.3.Habitats :

Les microalgues occupent la plupart des niches écologiques. Si elles sont surtout
présentes dans les environnements aquatiques, elles ont su également coloniser les sols et une
vaste gamme de supports comme les rochers, les arbres ou encore les édifices architecturaux
(Macedo et al.,, 2009). Preuve de leur diversité d’habitats, certaines microalgues se
développent dans les eaux de fonte de la glace ou de la neige et on les rencontre également
dans les déserts arides a semi-arides. L’atmospheére constitue également un environnement
dans lequel une diversité notable de microalgues eucaryotes et de cyanobactéries est signalée
(Sharma et al., 2007). Enfin, cette capacité a coloniser I’ensemble de la biosphére est une
propriété qui, comme pour les bactéries non photosynthétique, leur permet de se développer
dans des conditions dites « extrémes ». C’est grace a 1’absence de structure complexe autre
que la cellule et a un métabolisme orienté principalement vers la production d’énergie que les

microalgues ont cette capacité a étre notablement ubiquistes (Falkowski et Raven, 1997).

2.4.Reproduction :
Deux grands groupes de reproduction chez les microalgues ont été reportés (Michel

Cavalla, 2000)

1/ Reproduction asexuée :
Elle peut étre de 3 types :

% Fragmentation : le thalle se sépare en deux parties qui redonneront chacune un
nouveau thalle.
% Sporulation : des spores peuvent étre formées dans les cellules végétatives ordinaires

ou dans des structures spécialisées appelées sporanges.
¢+ Scission binaire : division du noyau puis du cytoplasme.
2/ Reproduction sexuée :

Dans la reproduction sexuée, il y a fusion de gametes male et femelle pour produire un
zygote diploide. Des ceufs se forment dans les cellules réceptrices identiques aux cellules
somatiques (Spirogyra) ou dans des cellules végétatives femelles peu modifiées nommées
oogones (Fucus). Les spermatozoides sont produits dans des structures males spécialisées

appelées anthéridies.
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ZY : zygospore

FM : filament male
FF : filament femelle
TC : tube copulateur

Oedogonium

Figure 02 : Reproduction sexuée chez Spirogyra et Autosporulation chez Oedogonium.
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2.5.Composition biochimique :

Les microalgues présentent une tres grande diversité de molécules au sein de leurs
cellules. Cette biomasse se différencie principalement des autres végétaux par sa richesse en
lipides, en protéines, en vitamines, en acides gras, en polysaccharides, en stérols, en
phycobilines, en pigments et en antioxydants (Person, 2011, Dash et al., 2014).

Elles représentent une source importante de quasi toutes les vitamines essentielles : B1,
B6, B12, C, E, K1, et possedent un large panel de pigments, fluorescents ou non, pouvant
aussi avoir un role d’antioxydants. En plus de la chlorophylle (0.5 a 1% de la matiere seche)
qui est le pigment photosynthétique primaire chez toutes les algues photosynthétiques, on
trouve toute une gamme de pigments supplémentaires de type caroténoides (0.1 a 0.2% de la
matiére seche) et phycobiliprotéines (phycoérythrine et phycocyanine) ( Person, 2011, Dash
etal., 2014).

2.6. Application des microalgues

Les microalgues ont la capacité de produire une large gamme de composés bioactifs
de haute valeur comme des pigments, des antioxydants, des béta-carotenes, des vitamines, des
polysaccharides et des acides gras. lls peuvent étre utilisés dans différents secteurs industriels
tels que I’industrie pharmaceutique, cosmétique, nutraceutique et celle des aliments
fonctionnels (figure 04). Aussi, les hydrocolloides de type alginates, agars-agars et
carraghénanes, produits a partir d'algues sont largement utilisés comme agents de texture dans
les aliments et les produits pharmaceutiques (Barrow et Shahidi, 2008). Les especes d'algues
ont également le potentiel d'étre issues de la bio-ingénierie, permettant I'amélioration de leurs
caractéristiques spécifiques et la production de coproduits de valeur. Cela peut permettre aux

biocarburants de rivaliser économiquement avec le pétrole (Rosenberg et al., 2008).
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Figure 03 : Diversité du champ d’application des microalgues (Sumi, 2009)
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1. Les diatomées

1.1 Géneralité
Les diatomées sont des algues brunes microscopiques unicellulaires phytoplancton
appartenant a I’embranchement des chromophytes, dont la taille varie de quelques pm a plus
de 500 um pour les plus grandes (Kooistra et Medlin, 1996). Il existe 200 000 especes de
diatomées dans les eaux douces ou saumatres (Mann et Droop, 1996).

1.2Habitat

Les diatomées sont une grande amplitude écologique, elles sont omniprésentes, on les
trouve dans tous les types de milieux : aérien, terrestre et aquatique, dans des conditions des
plus favorables aux plus rigoureuses. Les habitats aquatiques colonisés peuvent étre des lacs,
des mares, des rivieres et le milieu marin. (Patrick, 1977). Les diatomées colonisent tous les
milieux humides ; elles se développent en particulier dans les cours d’eau en formant un
biofilm sur les surfaces immergées (Bouchez et al., 2010).

Les especes benthiques croissent sur différents types de substrats, ce qui constitue un

critere de distinction : les diatomées formant 1’épilithon se fixent sur la pierre, celles de

I’épiphyton sur les plantes, celles de 1’épipélon sur le sédiment (Patrick, 1977).

1.3 Morphologie et structure cellulaire

Les diatomées sont caractérisées par un exosquelette siliceux, appelé frustule (Passarelli,
2013), elles sont des cellules eucaryotes enchassées dans une paroi de silice hydratée qui se
compose de deux unités imbriquées : I’épivalve et ’hypovalve. Ces deux valves sont reliées
par des ceintures connectives constituées de fines bandes siliceuses appelées copulae. Dans le
protoplasme des diatomées, les structures propres aux cellules eucaryotes : un noyau
relativement homogéne et un systtme membranaire avec plasmalemme, réticulum
endoplasmique, appareil de Golgi, mitochondries, dictyosomes, vacuoles, chloroplastes d’une

couleur brun-jaune (Duke et Reimann, 1977).
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HYPOVALVE

Figure 04: Structure du frustule de la diatomée Luticola ventricosa (Guttinger, 1999).

1.4 Classification des diatomées

On distingue deux grandes catégories de diatomées selon la géométrie de leur frustule :

» Les diatomées centriques : sont définies par des critéres de symétrie axiale des valves,

et d’arrangement des ornementations

» Les diatomées pennées : se distinguent des centriques par une forme allongée des

valves et une symétrie des ornementations du frustule généralement bilatérale.

Centriques Pennées
| I I I
Araphidées  Proraphidées Monoraphidées Biraphidées
f {4
i ’I'h'”“ .' ’u
pevudostelligera It ’
\ ]
U / N
Diatoma Eunotia Coceoneis
vuigarts exigua placentula

|
Naviculacées
l"-

Cymbella

fmicla

Epithémiacées

| | |
Surirellacées Bacillariacées

Surirella

brehissonii

Nizschla
t'ulwh'”uld

Epithemia
acdnata

Figure 05: Clé simplifiée de détermination des genres de diatomées d'eau douce (Krammer
et Lange-Bertalot 1986 — 1991 ; illustrations de Michel Coste (Coste 1999) in Morin,

2006).
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1.5 Cycle de développement

Les diatomeées ont un cycle de développement relativement court, allant de quelques heures a

quelques jours selon les especes et les caractéristiqgues du milieu (Baars, 1983). Elles

possédent deux modes de reproduction distincts : multiplication végétative et reproduction
sexuée.

e Reproduction par multiplication végétative, au cours de laquelle chaque cellule donne
naissance a deux cellules filles, par écartement des deux valves et régénération de
nouvelles valves de plus petite taille. Ce processus conduit a la réduction progressive de
la taille des cellules au fil des genérations jusqu'a l'atteinte d'une taille minimale
(Bouchez et al., 2010)

e Reproduction sexuée, induite par la réduction de taille de la cellule mais aussi par les
facteurs environnementaux (lumiére, température, nature du substrat), permet la
restauration d’individus de taille normale. Les modalités de cette reproduction sexuée
varient selon les espéces, mais 1’auxosporulation toujours observée qui est nécessite la
formation de gametes males et flagellés et de gametes femelles par meiose et produit une

nouvelle cellule, appelée cellule initiale (Figure 07) (Bouchez et al., 2010)

Figure 06: Modes de reproduction des diatomées - seules les valves sont représentées
(Round et al., 1990).

F : fécondation ; g : gametes ; RC : réduction chromatique ; s : spore ; Z : zygote

Le cycle diplophasique, ce mode du développement est familier car il est habituel chez
les animaux, chez les plantes, et en particulier chez les algues, la méiose se produit a des

moments variés et ne précede pas nécessairement la gamétogéneése. (Roland et al., 2008)

11
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Figure 07: Cycle diplophasique (diatomées) (Roland et al., 2008).

1.6 Répartition et modes de vie

Le groupe des diatomées posséde une grande amplitude écologique, Il présente deux
modes de vie différents, une partie des especes étant planctonique alors que les autres sont
périphytiques (Gold, 2002).

Les diatomées planctoniques, appartenant aux centriques pour la plupart, vivent en
suspension dans la colonne d’eau et constituent la majeure partie du phytoplancton lacustre et
marin. Elles ont une importance écologique considérable, contribuant a prés de 25 % de la
production primaire totale de la planéte (Werner, 1977)

Les diatomées périphytiques ont un mode de vie benthique, et se développent a la
surface des substrats immergés en zone photique. Elles sont constituées principalement
d'especes Pennées, et sont généralement responsables d’une forte proportion de la production
primaire au sein des cours d'eau, ou le compartiment phytoplanctonique est peu développé,

voire absent, en raison du courant (Whitton, 1980).

1.7 L’ordre Cymbellales

Les Cymbellales sont un groupe principalement des diatomées d'eau douce comprenant 28
genres et plus de 1100 espéces (Guiry et Guiry, 2013). L'ordre est un des rares groupes des
diatomées avec chloroplastes positionnés contre les valves et les gamétange encapsulés
(Jones et al., 2005).

Les Genres appartenant aux Cymbellales varient par rapport a la symétrie de la valve
(symétrique, semi-lunaire, massue), I'habitude de croissance (vie libre, traquees, tubicole), et

le mode de reproduction (Nakov et al., 2014).

12
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1.8 La famille des Cymbellaceaes
La famille des Cymbellaceaes est distribuée dans 14 genres (Fourtanier et Kociolek,
2011). Les membres des Cymbellaceaes sont asymétriques autour de I'axe apical. Plusieurs
genres supplémentaires ont été subdivisés sur Cymbella et Encyonema (Krammer, 1997). La
découverte de convergence évolutive dans I'asymétrie a conduit a des changements dans la

classification de certains genres (Kociolek, 2011).

2. Encyonema sp
2.1 Le genre Encyonema sp
Les algues brunes du genre Encyonema sont largement distribuées partout dans le Nord
Ameérique, principalement dans les habitats benthiques. le genre Encyonema est un groupe
monophylétique séparé du genre Cymbella, elles se trouvent la plupart du temps sur les
macrophytes ou divers supports flottants, quelquefois aussi a 1’état benthique sur les pierres

ou la vase des cours d’eau ou des étangs, certaines formes sont aussi fréquentes sur les rochers

suintants (Treyture et al., 2014) .

Photo 01: Encyonema sp séchee Photo 02: Encyonema sp flottante sur la surface.

Les especes de ce genre n’ont pas de pore apical et peuvent former des tubes de mucilage
(Round et al, 1990).

Le genre Encyonema sp possede des cellules qui vivent en colonie dans des tubes muqueux
gélatineux, parfois solitaires, libres voire fixées par un style apical gélatineux dont les tailles
sont de 7 a 150 um du long et de 3 a 30 um du large.

13
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Le tube muqueux contient une chaine de cellules disposées les unes a la suite des autres qui

présentent un raphé (fisseure) marginal. Treyture et al., 2014)

2.1 Taxonomie du genre Encyonema

La taxonomie du genre Encyonema (Kitzing, 1833) est donnée par Round et al (1990)

sur le lien http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonPositions.aspx (Consulté le 29/06/2015).

Regne :

Phylum:

Classe:

S/classe:

Ordre :

Famille :

Genre :

2.3 Habitat :

Protoctista
Bacillariophyta
Bacillariophyceae
Bacillariophycidae
Cymbellales
Cymbellaceae

Encyonema

Le genre Encyonema est principalement localisé dans des eaux a pH plus ou moins neutre,

bien minéralisées. 1l tend a occuper I’amont ou la partie médiane des riviéres Treyture et al.,

2014).

2.4 Travaux antérieurs

D'aprés nos connaissances, nous n’avons pas trouvé des travaux relatifs a 1’étude

phytochimique et activité antioxydante du genre Encyonema. Pour cela, nous avons résumé

ci-dessous, les principaux travaux décrits sur 1’étude des microalgues et des diatomées.
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Tableau 02: Travaux intérieurs sur les microalgues et les diatomées.

Espéce

Activites biologiques

Auteur

Cymbella spp

-Activité antibactérienne contre Staphylococcus
aureus, Corynebacterium diphtheriae, Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumonia, Salmonella
typhi, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia
coli.

(Al-Mola, 2009)

-Cosmarium leave
-Spirulina platensis

(algue d’eau douce)

-Pigment (chlorophylles a)
- Caroténoide

(Abdo et al., 2012)

-Chlorococcum sp

-Nannochloropris sp.

(microalgue)

-Composition lipidique (7.1%)
-Composition lipidique (25%)

(Halim et al., 2011)

Nannochloropris sp

Activité antioxydante de I’extrait

dichlorométhane

(Goh et al., 2010)

Diatomée

Composition lipidique : sulfoquinovosyl
diglycéride, monogalactosyl diglycéride,
digalactosyle diglycérides, lécithine,
phosphatidy1 glycérol, et le
phosphatidylinositol.

(Kates et Volcani,
1965).
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1. Introduction
L’oxygene est le premier ¢lément essentiel pour la vie, responsable du fonctionnement
normal de tout le systeme aérobie (Namiki., 1990). Mais I’oxygéne peut étre également une
source d’agression pour les organismes et une origine de toxicité, d’acidité, d’altération, de

dégénérescence (Ekoumou, 2003, Koechlin-Ramonatxo, 2006).

2. Radicaux libres
2.1. Définition
Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes qui possedent un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur couche externe (Jacques et André, 2004). Ce sont des especes
chimiques, capables d’existence indépendante, qui peuvent étre formées par la perte ou le gain
d’électrons a partir d’un composé non radical. Ils peuvent aussi apparaitre au moment de la
rupture symétrique d’une liaison covalente apres laquelle chaque atome conserve un électron
et devient un radical libre (Haliwell et Gutteridge, 1989). Ce sont des espéces chimiques

instables, trés réactives et possedent un temps de demi-vie extrémement court.

2.2. Formes des radicaux libres
On peut distinguer deux catégories des radicaux libres :
Les radicaux primaires, qui ont un role physiologique particulier, tels que ’anion
superoxyde (O;7), le radical hydroxyle ('OH), le monoxyde d’azote (NO°), le radical
peroxyle (ROQ") et le radical alkoxyle (RO").

Les radicaux secondaires, issus de la réaction des radicaux primaires avec des entités
biochimiques cellulaires (lipides, protéines, glucides...), tels que I’oxygéne singulet (*O5), le
peroxyde d’hyrogéne (H,0,) et le nitroperoxyde (ONOOH) (Favier, 2003 ; Gardés et al.,
2003).
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Tableau 03 : des principaux radicaux libres (Bartoz, 2003)

Radical Formule
Anion superoxyde 0"
Peroxyde d’hydrogéne H20;
Hydroxyle "OH
Peroxyle ROO’
Hydroperoxydes ROOH
Alcoxyles RO’
Oxygene singulet '0,
Oxyde nitrique NO’

2.3. Origine des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre d’origine exogéne et endogeéne (figure 09):

Origine exogene : ils peuvent étre obtenus a partir des produits de radiations (rayons X
et lumiére UV), des polluants de I’air (N, NO>), des solvants organiques, d’anesthésiques, des
pesticides, des drogues, des xénobiotiques et de I’hyperoxie (Haliwell et gutteridge, 1989)

Origine endogene : ils sont produits, en majorité, au niveau des chaines respiratoires

mitochondriales des cellules des organismes aérobies (Thiebauld et Sprumont, 1997).

Cytokines & Métaux
Facteurs de croissance Fe, Cu, Zn Radiations
Pathogénes

Xénobiotiques

- A!_:‘IE.

’
Monooxygénase &

FPhagocytes

- A
N , 5
=t Mgtabollsme
Lipooxygénase
Cyclooxygénase
—

— " g

Peroxysome

Mitochondrie

) Membrane
l cytoplasmique

Physiologie/ Pathologie

Figure 08 : Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés de I’oxygene.

XO : xanthine oxydase ; P-450 : cytochrome P-450 (Afonso et al., 2007).
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3. Action biologique des radicaux libres

Les radicaux libres réagissent particulierement sur les macromolécules lipidiques,
protéiques, glucidiques et nucléiques. La réaction initiale stimule d'autres réactions, ce qui
accroit la production de radicaux libres. Le résultat de ces perturbations est un
dysfonctionnement cellulaire menant a des désordres inflammatoires, a des troubles
immunologiques, a des problemes neurologiques, a des mutations génetiques et au
vieillissement (Poortmans et Boisseau, 2003).

4. Défenses antioxydantes

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche I'oxydation d'autres
substances chimiques. Les antioxydants s’utilisent pour réduire 1'oxydation du produit auquel
ils sont mélangés.

Pour se protéger des effets délétéres des radicaux libres, 1’organisme dispose d’un
ensemble complexe de défenses antioxydantes (figure 10) :

Un systéeme de défense primaire composé d’enzymes et de substances antioxydantes.
Ces substances auront comme fonction d’empécher I’initiation ou la propagation des réactions
radicalaires (Pincemail et al., 1996 ; Ribeiro et al., 2001 ).

Un systeme de défense secondaire composé d’enzymes protéolytiques dont le role
consiste & empécher ’accumulation dans la cellule de protéines ou d’ADN oxydés et a
dégrader leurs fragments toxiques. Des phospholipases, des ADN endonucléases et ligase, des
macroxyprotéinases font partie des enzymes principales de cette derniere ligne de défense

contre les espéces oxygénées activées (Pincemail et al., 1996 ; Ribeiro et al., 2001 ).

02 (oxygéne fondamental)

VlPO
SOD, vie C
perexy ydrogéne actde hy
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r.dk‘l hydroxyle
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Figure 09 : Apercu des différentes espéces oxygénees activées et des antioxydants

régulateurs de leur production (Haleng et al., 2007).
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5.  Pouvoir antioxydant in vitro

Pour évaluer le pouvoir antioxydant des aliments et des systémes biologiques, les
chercheurs et les scientifiques ont proposé plusieurs techniques tels que :

La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants) est une méthode
directe qui évalue le pouvoir réducteur d’un échantillon (Benzie et Strain, 1996) ;

La méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) mesure la capacité de
piégeage du radical stable commercial (DPPH) (Brand-Williams et al., 1995) ;

La méthode d’ABTS (2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate) ou TEAC
(Capacite antioxydante équivalente de Trolox) mesure la capacité des antioxydants a piéger le
radical cation ABTS (Miller et al., 1993 ; Pellegrini et al., 2003) ;

La méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de 1’oxygéne) (Cao et al.,
1993) ;

La méthode de décoloration du béta-caroténe (Sun et Ho, 2005) ;

La quantification de la capacité antioxydante totale ( Prieto et al., 1999)
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Matériel et méthodes

1. Zone d’échantillonnage

Le matériel végétal qui a fait I’objet de notre travail est 1’algue brune Encyonema sp.

récoltée de la station de filtration des eaux a Bouhlou commune de Sabra wilaya de Tlemcen

(Figure 11).

Chapitre I: Matériel végétal

Les paramétres geographiques de cette région sont représentés dans le tableau 4.

Tableau 4: Situation géographique (www. Google earth.com)

Station

Altitude Longitude Latitude
(m) ©) (N)
Station de filtration des
eaux - Bouhlou
610 m 1°34'27.84" | 34°46'48.95"
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Figure 10 : Emplacement géographique du site de récolte des échantillons de I’algue
Encyonema sp.

1 : Station de la récolte (www. Google earth.com)
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Figure 11 : Carte d’état major : t« Station de filtration des eaux — Bouhlou » (Institu
géographique natinal -France ; 1960).
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» Paramétres physicochimiques de I’eau brute :
Les parameétres physicochimiques de 1’eau qui héberge 1’échantillon algal ont étaient analysés

au niveau du laboratoire de la station de Bouhlou (Tableau 5).

Tableau 05 : Paramétres physicochimiques de 1’eau brute (Hote).

. Valeurs/ mois
Parametres —

Février Mars
Température 9.5° 11.2
pH 7.45 7.42
Turbidité (NTU) 8.66 3.72
Conductivité (ps/cm) 659 648
O.D (oxygene dissous) % 11.5 12.7
Matiére organique 2.1 1.95
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Figure 12 : Photos de la station de filtration des eaux «Bouhlou ».

2. Echantillonnage

L’algue brune Encyonema sp. a été récoltée manuellement par 1I’étudiant Mr Bahraoui
Youcef et/ou a 1’aide d’un filet aprés grattage, durant les mois de février et de mars (Photos
03 et 04).

Photo 03 : Récolte d’algue a I’aide d’un filet.(prise par Bahraoui Y., 2015)
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Photo 04: Fixation de 1’algue sur les parois. .(prise par Bahraoui Y., 2015)
3. Préparation de I’échantillon :

Apreés la collecte, les échantillons de I'algue ont été rincés a lI'eau douce de station pour
débarrasser tous les débris adhérents a leurs thalles, puis placés dans des boites en plastique
au niveau du laboratoire de la station. Ces échantillons sont & nouveau rincés avec de I'eau de
robinet puis avec de l'eau distillée pour éliminer les traces du chlore et tous les épiphytes
attachés. Par la suite, ils ont été séchés dans une chambre a température ambiante et a
I'obscurité pendant quelques jours (Vuling, 2011). Apres séchage, les échantillons ont été
broyés a I’aide d’un broyeur puis tamisés sur un tamis pour les placer dans des sacs en papier

et conserver ensuite a 1’abri de la lumiére avant ’utilisation (Gonzalez del Val et al., 2001).
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| Poudre algale | | Tamis |

Figure 13 : Etapes de séchage, de broyage et de tamisage de I’algue. Photos par Bahraoui
Y., 2015)

3. Identification :

Pour préserver 1’état naturel de 1’algue Encyonema sp., un échantillon frais est conservé en
formol & 13 %.

L’identification de 1’algue brune a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie,
Département de Biologie, Faculté de Science de la Nature et de la Vie et des Sciences de la
Terre et de I’Univers, Université de Tlemcen, sous la direction de Mr Belyagoubi L. suivant
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le guide d’identification des algues d’eau douce : Guide pratique de détermination des algues

macroscopique d’eau douce et de quelque organisme hétérotrophe (Treyture et al., 2014) .

<+ Préparation des lames microscopiques :

Avant de passer a 1’observation microscopique, 1’échantillon algal est préparé selon les
étapes suivantes :

1. Brasser I’échantillon et prélever.

2. Déposer I’échantillon uniformément sur une lame de microscope (préalablement
nettoyée a ’alcool).

3. Déposer une goutte de lugol sur I’échantillon.

4. Déposer la lamelle sur la lame afin de fixer I’échantillon et appliquer une légere
pression sur la lamelle afin d’éliminer les bulles.

5. Placer la lame sous microscope puis observer.

NB : cette préparation est répétée trois fois.

Photo 05: Observation microscopique de 1’algue Encyonema sp. (Grossissement 10x40)

(Photo prise par Bahraoui Y., 2015).
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+ Caracteres macroscopiques :

e Aspect : masse gélatineuse ferme, non friable.
e Couleur : brun, blanc-jaunatre.

e Longueur : quelques centimeétres.

e Odeur : non caractéristique.

e Toucher : soyeux a gluant

e Coloration : au Lugol pas de coloration en bleu-noir, donc absence d’amidon.

+ Caractere microscopique :

e Cellules asymétrique (valve a symétrie dorso-ventrale)
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1. Preéparation des extraits algaux :

L’extrait brut est obtenu en ajoutant 5g de la poudre d’algue a 100 ml de cinq solvants
(méthanol, acétone, hexane, chloroforme et dichlorométhane). Le mélange (algue/solvant)
obtenu est macéré pendant 72 h a l'abri de la lumiere et a la température ambiante. Une
agitation a été faite de temps en temps. Apres filtration sur papier Wattman N°1, le filtrat est
évaporé sous pression réduite a 40 °C avec un évaporateur rotatif de type HAHNSHIN HS-
2005 V-N.

Les extraits bruts méthanolique, acétonique, chloroformique et dichlorométhanique
obtenus sont récupérés par le méthanol et les extraits hexaniques sont récupérés par le

chloroforme. Tous ces extraits sont conservés a 4°C pour des utilisations ultérieures.

Photo 06 : Evaporateur rotatif de type HAHNSHIN HS-2005 V-N
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2. Extraction d’huile fixe :

L'huile fixe du Encyonema sp a été extraite selon la méthode suivante :

Un poids donné (50 g) de poudre algale de I’échantillon de mars est disposé dans une
cartouche, puis introduite dans I’extracteur «soxhlet » équipé a sa base d’un ballon contenant

400 ml d’hexane (photo 07).

La durée de I'extraction faite en continu est pendant 6 h. Le recyclage de I'hexane a
I'évaporateur rotatif au 40 °C permet de débarrasser de toute trace d'hexane et de récupérer

I'nuile. Cette derniére refroidie et pesée pour calculer le rendement (Halim et al.,2011).

Photo 07 : ’extracteur «soxhlet

4 Calcul du rendement d’extraction :
Le rendement des extraits bruts est le rapport entre le poids de I’extrait algal et le poids
de la biomasse végétale a traiter. Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par

la formule suivante :

R (%)= P/P, x 100
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Ou:
R : Rendement exprimé en % ;
P : Poids en gramme de I’extrait sec résultant ;

Po . Poids en gramme du matériel végétal a traiter.

3. Dosage des composés phénoliques, chlorophylles et caroténoides :

3.1. Dosage des phénols totaux :
Le dosage des phénols totaux de deférents extraits de Spirogyra sp. a été effectué avec
le réactif colorimétrique de Folin-Ciocalteu selon la méthode de Singleton et Rossi (1965).
Une quantité de 200 ul de I’extrait brut est introduite dans des tubes a essai, puis 1 ml
du reactif de Folin- Ciocalteu dilué 10 fois et 0.8 ml de carbonate de sodium a 7.5% sont
additionnes. Les tubes sont agités et conserves durant 30 min a la température ambiante.
L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre
SPECORD 200 Plus.
Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant ’acide gallique comme contrdle positif.
Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par

gramme de la matiére algale seche (mg EAG/g MS).

3.2. Dosage des flavonoides :
La teneur en flavonoides est déterminée par la méthode colorimétrique en utilisant le

trichlorure d’aluminium (Zhishen et al., 1999).

Une quantité de 500 pl des extraits algaux convenablement dilués est mélangée avec
1500 pl d'eau distillée, suivi par 150 ul de nitrite de sodium (NaNOy) a 5 %. Aprés 5 min, 150
ul de trichlorure d'aluminium (AICI3) a 10 % est ajouté au mélange. Apres 6 min d'incubation
a la température ambiante, 500 pl d'hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% est additionné.
Immédiatement, le mélange est completement agité afin d'homogénéiser le contenu.
L'absorbance est déterminée a 510 nm contre un blanc.

Une courbe d'étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant la catéchine comme contréle positif.

La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine

par gramme de la matiére algale séche (mg EC/g MS).
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3.3. Dosage des tanins condenses :

La quantité des tanins condensés est estimee en utilisant la méthode de vanilline
(Julkunen-Titto, 1985).

Un volume de 50 ul de I’extrait brut est ajouté a 1500 ul de la solution vanilline/
méthanol (4 %, m/v) puis mélangé a l’aide d’un vortex. Ensuite, 750 pl de 1’acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a la
température ambiante pendant 20 min.

L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre
SPECORD 200 Plus.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant la catéchine comme contréle positif.

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalents de la catéchine par

gramme de la matiere algale séche (mg EC/g MS).

3.4. Dosage des chlorophylles :
v Extraction

Les teneurs en chlorophylle (a), en chlorophylle (b) et en chlorophylle totale ont été
déterminées selon la méthode de Sadasivam et Manickam (1996) avec quelques
modifications.

Une quantité de 0.5 g de la poudre algale est extraite a 1’aide d’un mortier et d'un pilon
propre dans un 20 ml d'acétone a 80%. Apres centrifugation a 5000 rpm pendant 10 min, le
surnageant est recueilli. Cette procédure a été répétée plusieurs fois jusqu'a ce que le
surnageant devient clair puis la solution est complétée a 50 ml avec 80% d'acétone.
L'absorbance de la solution est lue & 645 nm et & 663 nm contre le blanc qui est formé par
’acétone (80%).

Les quantités en chlorophylle totale, en chlorophylle (a) et en chlorophylle (b)
présentes dans I'extrait ont été calculées en utilisant les équations suivantes d’aprés Arnon
(1949):
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12,7 (A663) - 2,69 (A645) _
1000 x P

Chlorophylles (a) (mg)/g MS =

22,9 (AG45) - 4,68 (A663)
X
1000 x P

Chlorophylles (b) (mg)/g MS =

20,2 (A645) + 8,02 (A663)

Chlorophylles totales (mg)/gMS = 1000 < P

Ou : A : absorbance a des longueurs d'onde spécifiques ; les constants 12.7, 2.69, 22.9, 4.68,
20.2 et 8.02 sont des coefficients d’absorption molaire. ; V : volume final de chlorophylle
extraite dans 80% d’acétone ; P : poids frais de la poudre algale utilisée ; MS : la matiére

seche.

2.5. Dosage de caroténoides

Le méme filtrat obtenu pour déterminer la teneur en chlorophylles a été mesuré avec le
spectrophotometre a une longueur d’onde de 448 nm contre le blanc.

La quantité totale de caroténoides présente dans l'extrait a été calculée en utilisant

I’équation suivante d’aprés krik et Allen (1965) :

A480 + (0114 X A663)- (0.638 X AG45)
1000 X P

Caroténoides (mg)/gMS =

Ou : A : absorbance a des longueurs d'onde spécifiques ; les constants 0.114 et 0.638 : sont
des coefficients d’absorption molaire; V : volume final de I’extrait dans 80% d’acétone ; P :

poids frais de la poudre algale utilisée ; MS : matiére seche.
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1. Introduction :

Parmi tous les tests existants du pouvoir antioxydant, nous avons sélectionné trois
méthodes qui ont I’avantage d’étre simple et rapide. Il s’agit de: la quantification de la
capacité antioxydante totale (CAT), la réduction du fer et le piégeage du radical DPPH® (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl).

2. Capacité antioxydante totale (CAT) :
v" Principe :
La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne de Prieto et al. (1999). Cette technique est basée sur la réduction de
molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoO,* & molybdate Mo (V)

MoO," en présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/Mo(V) a pH acide

v" Mode Opératoire :

Un volume de 0.3 ml de chaque extrait est mélangé avec 3 ml de solution du réactif
(acide sulfurique 0.6M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate d’ammonium 4 mM). Les
tubes sont visés et incubés a 95°C pendant 90 min. Aprés refroidissement, I’absorbance des
solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 3 ml de la solution du réactif et
0.3 ml du méthanol et il est incub¢ dans les mémes conditions que I’échantillon.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires
en utilisant 1’acide ascorbique comme controle positif.

La capacité¢ antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalents d’acide
ascorbique par gramme de matiere seche (mg EAA/g MS). Les expériences sont répétées trois

fois.

3. Piégeage du radical libre DPPH’ (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl):
v" Principe :
Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH"). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine
(non radical) en acceptant un atome d’hydrogene. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est

mesuré par la procédure décrite par Sanchez-Moreno et al (1998).

34



Matériel et méthodes Chapitre I11: Pouvoir antioxydant

v' Mode Opératoire :

Un volume de 50 ul de différentes concentrations de chaque extrait exprimées en mg/
ml est ajouté a 1.950 ml de la solution méthanolique du DPPH (0.025 g¢/l) fraichement
préparée. Apres incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante, la
lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a 1’aide d’un spectrophotométre.

En ce qui concerne le controle négatif, ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant
50 pl du méthanol avec 1.950 ml d’une solution méthanolique du DPPH a la méme
concentration utilisée.

Les pourcentages d’inhibition (%) du radical DPPH sont calculés a partir de la formule

suivante :

Pourcentage d’inhibition (I %) = [(Ac —Ag) / Ac] x 100

Ou : Ac: représente 1’absorbance du contréle négatif; Ag: représente 1’absorbance de

I’échantillon.

La variation des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations d’extrait nous
a permis de calculer la concentration efficace (Efficient Concentration value : ECsp). Cette
derniére est définie comme la quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la

concentration initiale du radical DPPH a 50 %.

4. Réduction du fer (FRAP: ferric reducing antioxidant power):
v" 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 & réduire le fer ferrique (Fe®")

présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe®").

v" Mode opératoire :

Ce test a été determiné suivant la méthode préconisée par Oyaizu (1986). Les
différentes concentrations des extraits algales dans I’eau distillée (1 ml) sont mélangées avec
2.5 ml de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de
potassium [K3Fe(CN)g] (1%). Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min. Apres, 2.5
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ml de DP’acide trichloracétique (10%) est additionné. Le tout est centrifugé a 3000 tours
pendant 10 min. A la fin, 2.5 ml du surnageant de chaque concentration est mélangé avec 2.5
ml d’eau distillée et 0.5 ml de FeClz (0.1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm.
L’augmentation de I’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de la
réduction de fer. L’acide ascorbique est utilis¢ comme témoin positif.
La concentration ECsp, qui est définie comme la concentration des antioxydants
nécessaires pour reduire 50 % de la concentration initiale du ferricyanure de potassium, est un

indice utilisé pour comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des extraits.

5. Analyse statistique :

Les données expérimentales du dosage et I'évaluation de I'activité antioxydante
obtenues ont été exprimées par une moyenne * I'écart type. L’analyse du pouvoir antioxydant
est faite par le logiciel Microcal Origine 6.

La corrélation entre les composés phénoliques et I’activité antioxydante est déterminée

par le test de Pearson en utilisant I’Excel 2007.
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I.  Rendements et dosage des composés phénolique
1.Rendements des extraits :
Les extractions par des solvants de polarité croissante (hexane, chloroforme, dichlorométhane,
acetone et méthanol) des différents composés les plus abondants dans 1’algue Encyonema sp.
nous ont permis de calculer les rendements de chaque extrait pendant les deux mois de février

et de mars .Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 15.

45 - W Février
4 .
W Mars
3,5 -
3] HF

Rendements (%)
- \N
= (0] N (0]

o
(0]
1

o

l ‘ ' ] |
EC EM EH EA ED HF

Figure 14: Rendements des extraits obtenus a partir de l'algue Encyonema sp, exprimés en

pourcentages durant les deux mois de février et de mars.

EC : Extrait chloroformique ; EM : Extrait méthanolique ; EH : Extrait hexanique ; EA : Extrait
acétonique ; ED : Extrait dichlorométhique ; HF : Huile fixe ; AA : Acide ascorbique.

Nous constatons que le meilleur rendement est enregistré dans le mois de mars avec

I’extrait dichlorométhanique de 1’ordre de 4.12 %. Les autres extraits ont des valeurs variées
entre 1.26 et 1.92 %.

Durant le mois de février, les rendements sont nettement faibles et sont égales a 2.69, 1.48,

1.25, 1.18 et 0.50 % pour les extrais chloroformique, méthanolique, dichlorométhanique,
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acetonique et hexanique, respectivement. Concernant 1’huile fixe, le rendement obtenu est
aussi faible et égale & 0.74%.
2. Dosage des composés phénoliques

Les résultats obtenus des dosages sont exprimés en mg équivalents d'acide gallique (mg
EAG) pour les phénols totaux et mg équivalents de catéchine (mg EC) pour les flavonoides et
les tanins condensés par gramme de matiere algale seche, en utilisant les équations de la

régression linéaire des courbes d’étalonnage (Figure 16, 17, 18).

y = 2.916 x
R? = 0.9978

0.7 +
0.6
0.5 1
0.4 +
0.3
0.2 +
0.1 +

Absorbance (765nm)

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentrations d'acide gallique (mg/ml)

Figure 15 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux
(Belyagoubi-Benhammou et al., 2014).
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Figure 16: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides (Belyagoubi-

Benhammou et al., 2014).

38



Résultats et discussion

0.2 -
0.18 -~
0.16 A
0.14 +
0.12 +

0.1 -
0.08 ~
0.06 ~
0.04 +
0.02 +

0 T T T T T T T )
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6

Concentrations de catéchine (mg/ml)

y =0.1161x
R? = 0.9968

Absorbance (550 nm)

Figure 17 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés

(Belyagoubi-Benhammou et al., 2014).

Les résultats obtenus des teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins

condenses sont résumés dans la figure 18
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Figure 18: Teneurs en phénol totaux, en flavonoide et en tanins condensés dans les extraits de

I’algue Encyonema sp. durant les deux mois de février et de mars.

EC : Extrait chloroformique ; EM : Extrait méthanolique ; EH : Extrait hexanique ; EA:
Extrait acétonique ; ED : Extrait dichlorométhique ; HF: Huile fixe;
PT: phénol totaux F : flavonoides TC : tanins condensés.
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Pendant le mois de mars, nous remarquons que I’extrait ED a révéle des teneurs les plus
élevées en phénol totaux et en tanins condensés dont les valeurs sont de 12.171 + 1.633 mg
EAC/g MS et de 11.070 + 2.379 mg EC/g MS, respectivement. Les autres extraits tels que
EM, EC, EA et EH ont révélé des teneurs en phénol totaux de 1.689 + 0.081, 1.513 + 0.017,
1.507 £ 0.079 et 0.688 £ 0.073 mg EAG/g MS, respectivement durant le mois de mars.

Pour les extraits EC, EM, EA et ED, les teneurs en tanins condensés sont élevées et sont
égales a 7.872 + 1.060 ; 6.293 £ 0.487 ; 7.335 £ 0.094 et 7.424 + 1.562 mg EC/g MS pendant
le mois de février. Par contre, I’EH a montré une teneur faible de 0.742 + 0.129 mg EC/g MS.

Par ailleurs, les concentrations des flavonoides sont nettement faibles pour tous les
extraits dont les valeurs varient entre 0.298 + 0.025 a 2.605 + 0.333 mg EC/ g MS durant les
deux mois.

Nos résultats concernant la teneur en flavonoide sont faibles comparativement a I'étude de
Azza et al. (2014) sur I’espece . Anabaena sphaerica (cyanobacterie) ou ces auteurs ont
reporté des teneurs de I’ordre de 3.54 + 0.01 mg/g pour I’extrait méthanolique et 4.52 + 0.09

pour I’extrait acétonique.

Comparativement avec une autre algue d’cau douce Oscillatoria agardhii
(Cyanobacterie), I’étude d’Abd al-Aty et al., (2014) a démontré la présence des teneurs en
phénols totaux plus élevées par rapport a notre étude. Ces auteurs ont trouvé des valeurs de
20.91 £0.21 mg EAG/g MS dans I’extrait EM, 16.23+£0.03 mg EAG/g dans I’extrait EA et
14.81 + 0.02 mg EAG/g MS dans I’extrait EM.

Pour I’huile fixe, les teneurs en phénol totaux et en tanins condensés sont intéressantes
avec des valeurs de 6.401+1.517 mg EAG/g MS et 6.106 + 1.448 mg EC/g MS,
respectivement. Par contre, les flavonoides ont présenté une teneur faible de 0.111 + 0.013 mg
EC/ g MS.

En comparant ces deux mois, le mois de mars constitue la période choisie ou les
phénols totaux et les tanins condensés chez Encyonema sp enregistrent ses teneurs élevées en

utilisant le dichloriméthane comme solvant préférable pour I’extraction de ces composés.
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3. Dosage des chlorophylles et des caroténoides :
Les pigments photosynthétiques comme la chlorophylle (a), la chlorophylle (b) et la

chlorophylle totale ainsi que la teneur en caroténoides sont estimés et présentés dans la figure
20 sous forme d’histogramme.
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Figure 19 : Teneurs en chlorophylle (a), en chlorophylle (b), en chlorophylle totale et en
caroténoide (Ca) dans les extraits de 1’algue Encyonema sp. durant les deux mois de février et
de mars.

Ch (a): chlorophylle (a); Ch total : chlorophylle totale; Ch (b): chlorophylle (b); Ca:
caroténoides.

Les meilleures quantités en pigments photosynthétiques sont obtenues durant le mois de
février dont les teneurs en chlorophylle total et en chlorophylle (a) sont égales a 2.026 + 0.021
et 1.88 + 0.041 mg/g MS, respectivement. Comparativement au mois de mars, les teneurs de
ces deux familles sont moins importantes et sont de 1.222 + 0.116 pour la chlorophylle totale
et 1.061 +0.085 pour la chlorophylle (a).

Pour la chlorophylle (b) et les caroténoides, les teneurs sont nettement faibles de 1’ordre de
0.161 £ 0.03 et 0.076 £ 0.000 mg/g MS pendant le mois de mars et de 0.146 + 0.02 et 0.149 £
0.001 mg/g MS pendant le mois de février.
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D’aprés nos connaissances, il n’ya pas des travaux qui concernent 1’étude

phytochimique de cette espéce. Pour ces raisons, nous voulons comparer ces résultats avec
d’autres espéces qui appartiennent a des algues d’eau douce.
L’étude d’Abdo et al., (2012) a démontré que les teneurs en caroténoides et en chlorophylle
(@) chez différentes espéces algales sont de 240 +1.4 mg/l et 3162.3 pg/l pour Anabaena
sphaerica, 1100 + 0.001 mg/I et 3981 pg/l pour Chrooccus turgidus et 1400 + 0.07 mg/l et
2511.9 pg/l pour Spirulina platensis.

I1. Pouvoir antioxydante
Les tests employés pour évaluer le pouvoir antioxydant des extraits de 1’algue Encyonema sp.
obtenus par des solvants de différente polarité sont : la capacité antioxydante totale (CAT), le

piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer

1. Test de la capacité antioxydante totale (CAT)
La figure 20 résume les capacités antioxydantes totales des extraits des deux mois de février
et de mars et de I’huile fixe, exprimées en milligramme équivalents d’acide ascorbique par

gramme de matiere seche (mg EAA/g MS).
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Figure 20 : Capacité antioxydante totale des extraits étudiés de 1’algue Encyonema sp. durant
les deux mois de février et de mars.

EC : Extrait chloroformique ; EM : Extrait méthanolique ; EH : Extrait hexanique ; EA : Extrait
acétonique ; ED : Extrait dichlorométhique ; HF : Huile fixe; AA : Acide ascorbique.
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Les extraits algaux ont présenté des différents degrés de la CAT, dont la meilleure est obtenue
avec I’extrait ED du mois de mars de I’ordre de 12.877 £ 0,958 mg EAA/g MS. Les autres
extraits ont présenté des valeurs faibles qui varient entre 0.209 + 0.032 et 2.916 + 0.321 mg
EAA/g MS.

Pour le mois de février, les valeurs enregistrées de cette capacité sont faibles dont la plus
élevée est égale a 4.726 mg EAA /g MS dans I’extrait ED.

2. Piégeage du radical libre DPPH :

L’activité antiradicalaire des extraits a été déterminée par la méthode de piégeage du
radical DPPH. Ce test nous a permis de déterminer la capacité de nos extraits a neutraliser le
radical stable DPPH présent dans le milieu réactionnel (Hamia et al., 2014).

Les résultats obtenus de tests vis-a-vis des extraits algaux testés sont illustrés dans la figure
21.
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Figure 21 : Pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations de 1’acide ascorbique et
des extraits de 1’algue Encyonema sp. durant les deux mois de février et de mars.

EC : Extrait chloroformique ; EM : Extrait méthanolique ; EH : Extrait hexanique ; EA : Extrait
acétonique ; ED : Extrait dichlorométhique ; HF : Huile fixe; AA : Acide ascorbique.
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Nous apercevons que l’augmentation des pourcentages d’inhibition  est

proportionnelle a I’augmentation des concentrations des extraits.

A la concentration de 20 mg/ml, I’extrait ED a révélé une activité importante avec un
pourcentage d’inhibition de DPPH de 55.655% pendant le mois de février. Les pourcentages
d’inhibition pour les extraits EC, EA, EH et EM sont de 54.790, 49.170, 34.953 et 31.545 %,
respectivement. Pour le mois de mars, les pourcentages d’inhibition enregistrés sont les
suivants : 51.921 ; 49.651 ; 42.368 ; 41.339 et 36.348 % pour les extraits ED, EA, EM, EC et
EH, respectivement. Contrairement a ces extrais, I’huile fixe a illustré le meilleur pourcentage
d’inhibition a raison de 64.767%.

En comparant avec la bibliographie, une étude faite par Xia et al. (2014) sur la diatomée
Odentella aurita a révélé que le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH égale a
42.455 + 4.671% a la concentration 100 mg/ml.

D’aprés Karthikeyan et al. (2013), les extraits acétoniques des diatomées testés ont dévoilé
des pourcentages élevés de 70.04 + 4.17, 55.69 + 2.52 et 49.57 £ 2.74 % pour Odontella

mobiliensis, Chaetoceros simplex et Pleurosigma angulatum,, respectivement.

Pour comparer la puissance antioxydante de nos extraits, nous avons déterminé
expérimentalement, le parametre ECso.Cette concentration a été présentée récemment pour
I’interprétation des résultats de la méthode de DPPH. Elle est définit comme la concentration
en extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH dans une période de temps définie.
Une valeur faible d’ECso correspond a une activité antioxydante plus €élevée de I’extrait.

Les résultats obtenus des concentrations ECsq des extraits algaux testés sont illustrés dans

la figure 22.
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Figure 22 : Concentrations ECs des extraits et d’huile fixe de 1’algue Encyonema sp. durant
les deux moins de février et de mars, obtenues par le test du DPPH.

EC : Extrait chloroformique ; EM : Extrait méthanolique ; EH : Extrait hexanique ; EA:
Extrait acétonique ; ED : Extrait dichlorométhique ;HF : Huile fixe; AA : Acide ascorbique.

Les valeurs ECsp de tous les extraits et pendant les deux mois sont trés élevées par
rapport a celle de I’acide ascorbique (0.0906 + 0.0023 mg/ml) ceci est signifie par la présence
de faible activité antiradicalaire envers du radical DPPH.

En comparant entre les extraits, ’ED du mois de février a enregistré une activité
intéressante avec une concentration ECsq de 10.659 mg/ml (R2 = 0.9849). Cette activité reste
faible devant I’acide ascorbique. Alors, les autres extraits tels que EC, EM, EA et EH ont cédé
le proton H avec différents degrés dont les ECs, sont de 18.653, 30.740, 15.948 et
22.777 mg/ml, respectivement.

Pour ’huile fixe, son activité antioxydante (ECso = 15.943 mg/ml ; R? = 0.996) est
aussi faible par rapport a 1’acide ascorbique.

D’apres le travail fait par Xia et al., (2013), la concentration ECso d’Odontella aurita

qui est une diatomée était de 0.14 mg/ml.
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3. Réduction du fer :

Les valeurs obtenues de ce test ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait. Les
résultats représentés dans les figures 23 et 24 nous ont montré que la capacité réductrice est

proportionnelle & l'augmentation de la concentration de nos échantillons.
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Figure 23 : Pouvoir réducteur des extraits de I'algue Encyonema sp. durant le mois de février.

EC : Extrait chloroformique ; EM : Extrait méthanolique ; EH : Extrait hexanique ; EA:
Extrait acétonique ; ED : Extrait dichlorométhique .
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Figure 24: Pouvoir réducteur des extraits de l'algue Encyonema sp. durant le mois de mars.

EC : Extrait chloroformique ; EM : Extrait méthanolique ; EH : Extrait hexanique ; EA : Extrait
acétonique ; ED : Extrait dichlorométhique ; AA : Acide ascorbique.

D’apres la figure23, et pendant le mois de février, le pouvoir réducteur le plus élevé est
enregistré dans les deux extraits ED et EC avec des densités optiques maximales de 0.513 +
0.019 et 0.503 + 0.011, respectivement a la concentration 4 mg/ml. Les autres extraits EM,
EA et EH ont présenté les DO suivantes : 0.303 ; 0.412 et 0.325 a la méme concentration.

Pour le mois de mars (Figure 24), I’extrait ED a révélé une activité réductrice
intéressante avec une valeur égale a 0.451 £ 0.015, suivi par les extraits EA, EM, EC et EH
dont les DO sont égales a 0.429 + 0.002, 0.403 + 0.005, 0.387 + 0.018 et 0.355 + 0.017,
respectivement.

Afin de comparer le pouvoir réducteur des extraits d’Encyonema Sp. nous avons
calculé la concentration ECsy qui est définie comme la concentration nécessaire pour réduire
50 % du ferricyanure de potassium.

Les concentrations calculées sont résumés dans la figure 25.
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Figure 25 : Concentrations ECsg des extraits de I’algue Encyonema sp. durant les deux mois
de février et de mars, obtenues par le test de la réduction du fer.

EC : Extrait chloroformique ; EM : Extrait méthanolique ; EH : Extrait hexanique ; EA :
Extrait acétonique ; ED : Extrait dichlorométhique ; AA : Acide ascorbique.

Les concentrations ECsg les plus faibles sont indiquées dans I’ED de ’ordre de 3.869 +
0.065 mg/ml du mois de février. Cette activité est intéressante en comparant avec tous les
extraits mais faible devant 1’acide ascorbique (0.063 + 0.002) mg/ml Par contre, la
concentration ECsg la plus élevée est enregistrée pour I’extrait EM du mois février, suivi par
EH et EC du mois de mars dont les valeurs sont de 6.724 + 0.127, 5.701 £ 0.180 et 5.680
+0.243 mg/ ml, respectivement.

L’efficacité de la réduction de fer est inversement proportionnelle a la valeur ECs, elle

est de I’ordre croissant selon le classement suivant :

EI\/lfévrier > EHfévrier > El'lmars > ECmars > EI\/Imars > EAmars > EDmars > EAfévrier > ECfévrier >
EDfévrier-

2. Corrélation entre les teneurs des composés phénoliques et les tests du pouvoir

antioxydant :

Il est intéressant de relier 1’activité antioxydante des extraits a leurs teneurs en composés
phenoliques, dans le but de connaitre lesquels sont responsables de ce pouvoir (Benhammou,

2011). Afin d’explorer cette relation, nous avons déterminé la corrélation entre les teneurs en
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polyphénols, en flavonoides et en tanins condensés et les différentes activités antioxydantes

des extraits d’algue Encyonema sp. en utilisant le test de Pearson (Tableau 06).

Tableau 06: coefficient de Corrélation linéaire entre les teneurs en phénols totaux, en
flavonoides et en tanins condensés et les 1’activité antioxydant des extraits durant les deux

mois de février et mars.

Phénols | Flavonoides | Tanins DPPH | FRAP CAT
totaux ,
condenseés
Phénol totaux 1 0.498 0.835 | -0.403 | -0.442 | 0.996
Flavonoides 0.498 1 0.644 0.403 | 0.132 | 0.452
= Tanins
E condensés 0.835 0.644 1 -0.366 | -0.541 0.82
1L |DPPH -0.403 0.403 -0.366 1 0.933 | -0.42
FRAP -0.442 0.132 0541 | 0.933 1 -0.434
CAT 0.996 0.452 0.82 042 | -0.434 1
Phénols
totaux 1 0.987 0.754 | -0.545 | -0.703 | 0.97
Flavonoides 0.987 1 0.66 0541 | -0.797 | 0.976
% Tanins
® | condensés 0.754 0.66 1 -0.494 | -0.272 0.719
>
DPPH -0.545 -0.541 -0.494 1 0.301 | -0.697
FRAP -0.703 -0.797 -0.272 | 0.301 1 -0.753
CAT 0.97 0.976 0.719 | -0.697 | -0.753 1

D’aprés ce tableau, nous remarquons qu’il y a une meilleure corrélation entre les teneurs
en phénols totaux et les tanins condenses (r = 0.835) et entre les teneurs en phénols totaux et
la capacité antioxydant totale et 0.996) et cela durant le mois de février.

Une forte corrélation a été établie entre les deux tests DPPH et FRAP avec un
coefficient de Pearson égale r = 0.933. En effet, la CAT a montré une faible corrélation entre
les ECso de DPPH (r = -0.42) et de FRAP (r = -0.434) et les flavonoides (r = 0.452) pendant

le mois de février.
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Les corrélations entre les teneurs en tanins condensés et les ECso du DPPH (r = -0.494)
et entre ces teneurs et les ECs de la réduction de fer (r = -0.272) ont été jugées faibles durant

le mois de mars .

En effet, les teneurs en phénol totaux et en flavonoides ont montré une bonne
corrélation avec les déférents tests du pouvoir antioxydant pendant le mois de mars. Ces
corrélations sont de 1’ordre de r = - 0.545, -0.703 et 0.97 entre les teneurs en phénols totaux et
les tests de DPPH, FRAP et CAT, respectivement et de r = -0.541, -0.797 et 0.976 entre les
teneurs en flavonoides et les tests de DPPH, FRAP et CAT, respectivement. Ce résultat est
confirmé par certains travaux antérieurs qui ont montré que les teneurs en composés
phénoliques sont responsables des activités antioxydantes puissantes (Liu et al., 2008;
Turumtay et al., 2014).

D’autres corrélations entre les propriétés antioxydantes ont été prouvées dans notre
étude a savoir entre la CAT et la FRAP (r = - 0.753) et la CAT et le DPPH (r = -0.697)
pendant le mois de mars, et entre le DPPH et la FRAP (r =0.933) pendant le mois de février.
Ces corrélations potentielles sont confirmées par Karthikeyan et al. (2013) sur quelques
especes de diatomées dont les valeurs sont de 0.729 entre FRAP et DPPH, de 0.702 entre
FRAP et les phénols totaux et de 0.865 entre DPPH et les phénols totaux.
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De nos jours, I'utilisation des algues en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
recherche biomédicale et est devenu aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain
d’intérét vient d’une part du fait que les algues représentent une source inépuisable de
substances et de composés naturels bioactifs et, d’autre part du besoin de la recherche d’une

meilleure médication par une thérapie plus douce et sans effets secondaires.

Ce travail a pour but de doser les teneurs en composés phénoliques (phénols totaux,
flavonoides, tanins condensés, chlorophylles et caroténoides) et d’évaluer le pouvoir
antioxydant de 1’algue brune Encyonema sp récoltée de la station de filtration des eaux de

Bouhlou, de la wilaya de Tlemcen pendant les deux mois février et mars

Les résultats obtenus nous ont permis de conclure :
v Le rendement le plus élevé est celui de I'extrait dichlorométhanique avec une valeur de
4.12 % dans le mois de mars. Par contre, ’extraction d’huile fixe a présenté un
rendement faible de I'ordre de 0.74%.

v La quantification des composés phénoliques révele une teneur élevée en phénols totaux
de 12.171 + 1.633 mg EAG/g MS dans I'extrait ED durant le mois de mars.

v" Tous les extraits obtenus ont montré des teneurs faibles en flavonoide durant les deux
mois de février et de mars dont la gamme est varie entre 0.298 + 0.025 a 2.605 + 0.333
mg EC/ g MS.

v Le dosage des tanins condensés a exhibé des teneurs élevées dans tous les extraits sauf
I’hexane (0.485mg EC/g MS) dont les fortes concentrations sont de 1’ordre 7.424+1.562
mg EC/g MS pendant le mois de fevrier et 11.070+2.379 mg EC/g MS pendant le mois de

mars.

v Pour I’huile fixe, les teneurs en phénol totaux et en tanins condensés ont présenté des
concentrations de 6.401+1.517 mg EAG/g MS et 6.106 = 1.448 mg EC/g MS,
respectivement. Par contre, les flavonoides ont enregistré une teneur faible (0.111 + 0.013
mg EC/ g MS).
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v La chlorophylle totale la plus importante est obtenue durant le mois de février (2.026 +
0.021 mg/g MS), suivi par la chlorophylle (a) (1.818 + 0.041 mg/g MS). Pour les autres

pigments, la chlorophylle (b) et les caroténoides sont faibles dans les deux mois.

v' La capacité antioxydante totale de 1’ordre de 12.877 + 0.958 mg EAA/g MS pour I’extrait
ED est élevée par rapport aux autres extraits. Comparativement a 1’huile fixe, ce pouvoir

égale a 4.355 mg EAA/g MS.

v" Tous les extraits ont la capacité de réduire le fer dont les concentrations ECsy des
extraits ED et EC égalent a 3.869 +0.065 et a 4.050+ 0.097 mg/ml, respectivement,
pendant le mois de mars. Ces deux extraits ont une activité antiradicalaire contre le
DPPH exprimée en pourcentage d'inhibition de 55.65% pour I’extrait ED et 54.79 %
pour I’extrait EC a 20 mg/ml. Les ECsg de ces extraits sont de 10.659+1.027 mg/ml et
18.653 +£0.598 mg/ml, respectivement.

v Pour I'huile fixe, le pourcentage d’inhibition de I’ordre de 64.767% est enregistré

dans la concentration a 20 mg/ml.

v' La capacité antioxydante totale est fortement liée a la présence de composés
phénoliques, ce qui est confirmé par la corrélation positive entre ce potentiel et les
teneurs en phénols totaux, aussi une corrélation forte entre les tests du pouvoir
antioxydant (DPPH-FRAP) (r=0.933).

v' Le pouvoir antioxydant déterminé in vitro est en relation directe avec le contenu en
métabolites secondaires de chaque extrait, de leurs natures, de leurs teneurs, de leurs
structures et de toutes les interactions moléculaires qui peuvent agir de fagcon synergique

pour faire hausser ou diminuer cette activité.

Enfin, les antioxydants naturels de cette espéce algale peuvent étre trés utiles pour
renforcer I’organisme dans le cas de situation du stress oxydatif et de prévenir les différentes

pathologies survenues suite a une attaque radicalaire.

Pour plus d’efficacité, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :
- Elargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d’autres tests
biologiques : antibactérien, anti-tumoral, anticancéreux et anti-inflammatoire,

- Caractériser et isoler les principes actifs responsables de ces propriétés pharmacologique
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Annexes

Annexe 01 : Teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés de Encyonema
sp pendant deux mois février et de mars.

mois Extraits Phénols totaux Flavonoides Tanins condensé
(mg EAG/g MS) (mg EC/g MS)
Extrait
chloroformique 1.997+0.106 0.664+0.02 7.872+1.060
Extrait méthanolique 2.088+0.111
février 0.705+0.026 6.293+0.487
Extrait hexanique 0.398+0.043 0.259+0.018 0.742+0.129
Extrait acétonique 1.624+0.080 0.449+0.016 7.3351£0.094
Extrait
dichlorométhanique 2.990+0.882 0.422+0.040 7.424+1.562
Extrait 1.513+0.017 0.298+0.025 7.958+0.767
chloroformique
Extrait méthanolique 1.689+0.081 0.482+0.046 6.488+0.241
Extrait hexanique 0.688+0.073 0.536+0.037 0.485+0.041
mars
Extrait acétonique 1.507+0.079 0.339+0.004 3.855+0.412
Extrait
dichlorométhanique 12.171+£1.633 2.605+0.333 11.070+£2.379
Extrait
D’huile fixe 6.401 £1.517 0.111 £0.013 6.106 +1.448
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Annexes 02 : Résultats de réduction du fer (FRAP: ferric reducing antioxidant power)

des extraits algaux de mois de février.

Concentration | Absorbance Régression EC 50
(mg /ml) a 700nm
Extrait chloroformique 4.00 0.503+£0.011 |y=ax+tb ECso= 4,050+ 0,097
2.00 0.233+0.008
1.00 0.061+0.001 | R*=0,9809
e 0.056:£0.001
' 0.035+0.000
Extrais méthanolique 4.00 0.303+0.007 |y =ax+b
2.00 0.118+0.008 ECs50=6,724+ 0,127
1.00 0.056+0.000 | R2=0,9854
0.50 0.032+0.002
0.25 0.016+0.001
Extrait hexanique 4.00 0.325+0.00 y = ax+b
2.00 0.216+0.00 EC50=5,811 +0,186
1.00 0.093+0.00 R2=
0.50 0.037+0.02 0,95795
0.25 0.008+0.02
Extrait acétonique 4.00 0.343+0.01 y =ax +b
2.00 0.412+0.00 ECs0=4,404+ 0,040
1.00
0.50 0.199+0.08 R2=0,86155
0.25 0.064+0.05
0.034+0.01
Extrait 4.00 0.513+0.09 y=ax+b
dichlorométhanique 2.00 EC50=3,869+ 0,065
1.00 0.288+0.06
0.50 0.238+0.06 R2=0,9683
0.25 0.157+0.05

0.092+0.02
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Annexes 03: Résultats de réduction du fer (FRAP: ferric reducing antioxidant power)

des extraits algaux de mois de mars.

Concentration Absorbance | Régression EC 5o
(mg /ml) a 700nm
Extrait 4.00 0.387£0.08 |y=ax+b EC50=5,680 +0,243
chloroformique 2.00 0.122+0.08
1.00 0.108+0.03 R2=0,9138
0.50 0.092+0.01
0.25 0.047+0.02
Extrais méthanolique 4.00 0.403+0.05 y =ax +b ECs50=5,022 +
2.00 0.205+0.00 0,048
1.00 0.185+0.05
0.50 0.090+0.05 R2=0,9432
0.25 0.025+0.04
Extrait hexanique 4.00 0.355+0.07 y = ax+b ECs50=5,701+0,180
2.00 0.123+0.07
1.00 0.064+0.03
0.50 0.019+0.00 R2=0,9939
0.25 0.003+0.02
Extrait acétonique 4.00 0.429+0.02 y =ax +b ECs50=4,870+0,101
2.00 0.216+0.08
1.00 0.161+0.00
0.50 0.117+0.00 R2=0,984
0.25 0.074+0.06
Extarait 4.00 0.451+0.05 y = ax+b
dichlorométhanique 2.00 0.230+0.07
1.00 0.099+0.02
0.50 0.041+0.02 R2 =0,9908 EC50=4,407+0,3
0.25 0.024+0.04
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Annexe 04 : Résultats des rendements par apport a la matiere séche du l'algue Encyonema
sp

Rendements%
Extraits
Février Mars

Extrait chloroformique 2.698+1.154 | 1474
Extrais méthanolique 1.480+0.073 | 1.916
Extrait hexanique 0.502+0.131 | 1.258
Extrait acétonique 1.179+0.143 | 1.498
Extrait dichlorométhanique 1.246+0.356 | 4.108

Annexe 05 : Teneurs en capacité antioxydante totale exprimées en mg équivalents

d’acide ascorbique (mg EAA) par g de la maticre séche de (g MS) d’Encyonema sp

Capacité antioxydant totale
Extrais (mg EAA /g MS)

Février Mars
Extrait chloroformique 2.736+0.404 2.916+0.321
Extrais méthanolique 1.536+0.174

3.106+0.426
Extrait hexanique 0.244+0.033 0.209+0.032
Extrait acétonique 2.441+0.242 2.372+0.032
Extrait dichlorométhanique 4.726 +0.673 12.877+ 0.958
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Annexe 06 : Teneurs en chlorophylles et en caroténoides exprimeées en milligramme par
gramme de la matiere seche d’Encyonema sp

Chlorophylle | Chlorophylle (a) | Chlorophylle (b) | Caroténoide
Mois totale

Fevrier 2.026x0.021 | 1.880+0.041 0.146+0.138 0.149+0 .001

Mars 1.222+0.116 | 1.061+0.085 0.161+0.031 0.076+0.000
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Annexe 07 :Résultats du piégeage du radical libre DPPH’ (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

des extraits algaux de mois de février

Extraits Concentration Activité d’inhibition | Régression équation
(mg /ml) (%)
Extrait chloroformique 20 54.790+1.298
15 38.115+2.396 R2= 0,995
10 27 450+3.101 ECs5,=18,653 +0,598
202 13.507+1.679
1.25 6.904+2.239
2.240+0.615
Extrais méthanolique 20 31,545+2.506
15 27,258+2.848 R?= 0,982
10
15,327+0.905
= +
202 7.9482.440 ECs50=30,740+3,939
2,248 +2.109
Extrait hexanique 20 34.953+0.318
15 18.144+0.599
10 10.614+0.969 R2 =0,9922
202 4 57240 459 ECs50=22,777+1,429
' 2.245+0.102
Extrait acétonique 15 49.170+£1.481
10 38.865+1.156
05 23.805+0.378 R2=0,9989
25 11.887+0.670
ECs50=15,948+1,492
1.25 5.397+1.178 *0
0.6 2.278+0.118
Extarait 15 55.655+0.405
dichlorométhanique 10 45.518+2.735 Rz = 0,9849
05 38.166+0.544 ECs50=10,659+1,027
2.5
195 23.802+1.279

9.232+1.317
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Annexe 08 : Résultats du piégeage du radical libre DPPH’ (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
des extraits algaux de mois de Mars

Extraits Concentration Activité d’inhibition | Régression équation
(mg /ml) (%)
Extrait chloroformique 15 41.339+1.009 R? = 0,9867
10 36.021+1.125 ECs0=19,721+0,537
05 25.551+1.055
i'gs 16.025+2.274
0:6 9.657+1.647
4.857+1.496
Extrais méthanolique 20 42.368+0.155
15 25.897+0.513 R2=0,9751
10 23.447+1.684 EC50,=25,075+1,038
202 10.389+1.875
1.5 6.216+0.967
3.023+2.329
Extrait hexanique 20 36.348+2.352 R? =0,9857
15 30.275+0 .552
10 23.802+0.295 EC50224,64711,752
202 10.255+1.401
' 4.327+1.015
Extrait acétonique 20 49.651+2.749 R2=0,9746
15 37.064+3.954
10 3200511034 EC5o:21,927iO,886
202 23.195+2.007
1.5 16.312+4.076
7.605+1.642
20 51,921+1.507 R2=0,969
Extrait 15 35,958+1.988
dichlorométhanique 10 32 13242 913
1 — - +
202 17,056:+1.456 EC:50=19,478+0,751
3,063+2.242
20 64,767 R2=0,996
15 29,217
Extrait d’huile fixe 10 13,968 EC50,=15.943+ 0.334
205 7,665
o 6,507

1.25
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Résume

Dans cette contribution, nous nous somme intéressés a I'étude phytochimique et I'évaluation des activités antioxydantes des extraits
méthanolique, acétonique, chloroformique, dichlorométhanique et hexanique de 1’algue brune Encyonema sp. de la famille des Cymbellaceaes,
récoltée de la station de filtration des eaux de Bouhlou de la wilaya de Tlemcen pendant les deux mois de février et de mars.

Les rendements les plus élevés sont ceux obtenus dans les mois de février et de mars pour le chloroforme (2.698 %) et dichlorométhane
(4.108 %). Alors, le rendement en huile fixe est faible de I'ordre de 0.748%.

Durant le mois de mars, les teneurs en phénol totaux (12.171+1.633 mg EAG/g MS) et en tanins condensés (11.07+2.379 mg EC/g MS)
sont élevées dans I’extrait dichlorométhanique. Aussi, le dosage en phénols totaux et en flavonoides dans I’huile fixe a présenté des valeurs de
6.401 + 1.517mg EAC/g MS et 6.106 + 0.013mg EC/ g MS, respectivement.

L’algue Encyonema sp. a démontré des teneurs en chlorophylles (a) et en chlorophylle total avec des teneurs 1.88 et 2.026 mg/g ,
respectivement.

L’étude du pouvoir antioxydant a révélé que I’extrait dichlorométhanique a une meilleure capacité antioxydante totale (12.877+0.958 mg
EAA/g MS). Les extraits dichlorométhanique et chloroformique ont une bonne activité antiradicalaire vis-a-vis du radical DPPH avec des
pourcentages d'inhibition égales a 55.65 et 54.79 %, respectivement a 20 mg/ml, dont les concentrations ECsq égalent a 10.659+1.027 et 18.653
+0.598 mg/ml pendant le mois de février. En revanche, ces deux extraits ont enregistrés des capacités réductrices dont les concentrations ECsj
égalent & 3.869 + 0.065 et a 4.050 + 0.097 mg/ml, respectivement. Alors, I’huile fixe a noté une activité faible du piégeage du DPPH (ECs, =
15.943 mg/ml).

La corrélation trouvée en utilisant le test de Pearson est positive entre la capacité antioxydante totale et les phénols totaux (r=0.996),
flavonoides (r=0.976) et les tanins condensés (r=0.82).

Mots clés : Algue brune, Encyonema sp, Eau douce, Etude phytochimique, Activité antioxydante, Corrélation.

Abstract

In this contribution, we sum interested in this work to the phytochemical study and evaluation of antioxidant activities of methanol extracts,
acetone, chloroform, dichloromethane and hexane brown seaweed Encyonema sp. Family of Cymbellaceaes, harvested from the filter station for
water Bouhlou of Tlemcen during the two months of February and March.

The highest yields are those obtained in the months of February and March for chloroform (2.698%) and dichloromethane (4.108%). Then, the
yield fixed oil is low in the order of 0.748%.

During March, the contents of total phenol (12.171 + 1.633 mg EAG / g MS) and condensed tannins (11.07 + 2.379 mg CE / g MS) are high in
dichloromethane extract. Also, the dosage of total phenols and flavonoids in the fixed oil showed values of 6.401 + EAC mg /g + 6.106 mg MS
and EC / g DM, respectively.

The Encyonema seaweed sp. demonstrated levels of chlorophylls (a) and in total chlorophyll contents with 1.88 and 2.026 mg / g respectively.

The study of the antioxidant capacity revealed that the dichloromethane extract greater total antioxidant capacity (12,877 0.958 mg EAA /
g MS). The dichloromethane extracts and chloroform have a good anti-radical activity vis-a-vis the DPPH radical with inhibition percentages
equal to 55.65 and 54.79% respectively at 20 mg / ml, with concentrations EC50 equal to 10,659 + 1,027 and 18,653 + 0.598 mg / ml during the
month of February. However, these extracts have registered reducing capabilities EC50 concentrations equal to 3.869 + 0.065 and 4.050 + 0.097
in mg / ml, respectively. So the fixed oil noted low activity sequestration DPPH (EC50 = 15,943 mg / ml).

The correlation found by using the Pearson test is positive between total antioxidant capacity and total phenols (r = 0.996), flavonoids (r = 0.976)
and condensed tannins (r = 0.82).

Keywords: brown seaweed, Encyonema sp, Freshwater, phytochemical study, antioxidant activity, Correlation
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