Université Abou Bekr Belkaid @R oilals y&o: ool Al
Hemsrcer Algéric ‘+‘ ; :

S s 50

République Algérienne Démocratique et Populaire

Auibeiques Antfongigue Ministére de ’enseignement Supérieur et de la recherche Scientifique

&A P physico<himie,
éli&e dactivité biologig
/ Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, et des 0

Sciences de la Terre et de I’Univers
Département de Biologie
Laboratoire Antibiotiques Antifongiques : Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique

Meéemoire
En vue de I’obtention du diplome de
Master en Biologie

Option : Biochimie Appliquée

Théme:

Contribution a I’étude phytochimique et a I’effet

antioxydant des extraits d’algue verte: Ulva linza

=

Présenté Par : M°  TEFIANI Ikram

Soutenu le : 14/ 06 /2015 Devant le jury composé de :
< M" DIAZIRIR. Professeur Président
% M™ BENMANSOUR M.M.A.A Examinatrice

s M™ MERGHACHE D. M.A.A Examinatrice

< M BENARIBA N. M.C.B Promotrice

[ Année Universitaire : 2014- 2015 ]




Résumé

L’objectif de cette étude est porté sur 1’étude phytochimique de différents extraits d’Ulva
linza : extrait méthanolique, eau-méthanolique, n-butanolique, méthanol 1 (EM1) et acétate
d’éthyle ainsi que 1’évaluation de I’activité antiradicalaire de ces extraits sur le radical libre le
DPPH.

Le screening phytochimique a révélé la présence d’alcaloides et sucres réducteurs dans les
extraits méthanoliques et eau-méthanol. Les résultats du dosage de polyphénols et de flavonoides
totaux montrent que 1’extrait eau-méthanol est plus riche par rapport aux autres extraits en
composes polyphénoliques et en flavonoides avec un taux de 38,84 pg.Eq acide gallique par mg

d’extrait et 23,83 pg.Eq catéchine par mg d’extrait, respectivement.

En ce qui concernel’activité antioxydante, les extraits eau-méthanol (EEM) et
méthanolique (EM1) ont pu réduire 50% et 12%du DPPH a une concentration de 0,9 et 0,675
mg/ml respectivement. 0,00185 mg/ml de I’acide ascorbique réduit 50% du DPPH.

Ce pouvoir antioxydant peut étre dd a la présence de polyphenols et de flavonoides
dansUlva linza, ce qui incite 1’étude in vivo de I’effet des extraits de cette algue sur le stress

oxydatif.

Mots clés : Ulva linza, activité antiradicalaire, polyphénols.
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Radicaux libres, especes réactives de I’oxygeéne (ERO), stress oxydant et antioxydants sont
devenus des termes familiers tant dans le monde médical que dans le grand public. Au début
des années 2000, ces notions n’étaient généralement évoquées que dans les congres
scientifiques. Mais ces derniéres années, l’industrie pharmaceutique, les laboratoires
d’analyses médicales et la presse grand public ont massivement diffusé des informations

relatives aux antioxydants (Haleng et al., 2007).

Le stress oxydant peut étre défini comme un déséquilibre prononcé entre les prooxydants
et les antioxydants (Barouki, 2006). Lorsque un des systémes projectifs de I’organisme contre la
toxicité des radicaux libres montre un échec, I’action des radicaux libres devient incontrdlable,
ce qui conduit & des dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes et

potentiellement a la mort de I’organisme (Durackova et al., 2008).

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses pathologies, incluant 1’obésité, le
diabéte, 1’athérosclérose, le vieillissement, le cancer, la cataracte, la sclérose latérale
amyotrophique, le syndrome de détresse respiratoire aigu, 1’cedéme pulmonaire, Alzheimer, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Mohammedi, 2013).

Pour se protéger des effets déléteres des ERO, 1’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux sources d’antioxydants: 1’une est appor-
tée par I’alimentation sous forme de fruits et Iégumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique; I’autre est endogéne et se compose
d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathionperoxydase, catalase), de protéines (ferritine,
transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systémes de réparation des dommages oxydatifs
comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le

cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Haleng et al., 2007).

Actuellement, les scientifiques favorisent le développement d’une nouvelle génération de
substances antioxydantes d’origine végétale pour remplacer celles de synthése. De méme, un
certain nombre de secteurs industriels se tournent de nouveau vers l’incorporation de ces
molécules aux caractéristiques biologiques intéressantes dans leurs formulations (Taviano et al.,
2013).

L’étude chimique a partir de sources naturelles permet non seulement de découvrir de
nouveaux médicaments, mais aussi, et surtout, de rechercher des outils en chimie, biochimie et

biologie moléculaire indispensables a la compréhension de nouvelles voies biosynthétiques et de
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modéles pharmacologiques.Les produits marins sont utilisés en médecine depuis 1’ Antiquité, leur
étude par les chimistes et les pharmacologues a permis de mettre en évidence leurs activités
biologiques variées: antibiotiques, antitumorales, anti-inflammatoires, analgésiques, anti-
allergiques, anti-virales....Parmi les organismes marins producteurs de métabolites intéressants
figurent les spongiaires et les algues. Ils fournissent a eux seuls plus du tiers des molécules

isolées du milieu marin (Munoz, 2011).

Dans ce contexte, I’objectif de notre étude s’interesse a 1’évaluation du potentiel
antiradicalaire d’une algue verte: Ulva linza récoltée sur les cotes de la région de Ghazaouet-

Tlemcen.
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L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets dommageables
dans I’organisme via la formation de radicaux libres et d’especes réactives de I’oxygene (ERO).
Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisque, vers les années 50, Gerschman et Hartman
avaient déja évoqué la toxicité de 1’oxygéne et la «free radical theory» pour expliquer le
processus de vieillissement. En 1969, les Américains McCord et Fridovich isolent a partir de
globules rouges humains, un systeme enzymatique antioxydant, le superoxyde dismutase (SOD),
capable d’éliminer 1’anion superoxyde, démontrant ainsi pour la premicre fois, que notre
organisme produit des ERO. Cette découverte sera le point de départ, dans le monde entier, de

nombreuses recherches sur le stress oxydant et les antioxydants.

Le stress oxydant peut étre défini comme un déséquilibre prononcé entre les prooxydants
et les antioxydants (Barouki, 2006). Lorsque un des systémes projectifs de I’organisme contre la
toxicité des radicaux libres montre un échec, ’action des radicaux libres devient incontrélable,
ce qui conduit a des dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes et

potentiellement a la mort de 1’organisme (Durackova et al., 2008).

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses pathologies, incluant 1’obésité, le
diabete, I’athérosclérose, le vieillissement, cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique,
syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire, Alzheimer, les rhumatismes et les

maladies cardiovasculaires (Mohammedi, 2013).

Le stress oxydant peut avoir divers origines, tels que la surproduction endogéne d’agents
prooxydants d’origine inflammatoire, une défaillance nutritionnelle ou de la carence en un ou
plusieurs antioxydants apportés par la nutrition comme les vitamines ou les oligo-éléments
(Favier, 2006), ou méme une exposition environnementale a des facteurs prooxydants
(Tabac, alcool, médicaments, rayons ultraviolets, pesticides, ozone, amiante, métaux toxiques)
(Magder, 2006).

Les radicaux libres sont des espéces chimiques, atomes, ou des molécules dont une orbitale
contient un ou plusieurs €lectrons non appariés. Extrémement instables et s’accouplent de force
avec le premier électron compatible rencontré, soit en arrachant un électron (se comportant
comme un oxydant), soit céder 1’¢lectron (agissant alors comme un réducteur). L’¢électron chassé
devient a son tour un radical libre et on assiste a la destruction de longues chaines de molécules
assortie de dégradation cellulaire en cascade, c’est ce qu’on appelle le stress oxydatif

(Goto et al., 2008).
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Dans les phénomenes de stress oxydant prenant place dans les milieux biologiques, les
radicaux libres qui interviennent, partagent pour caractéristique celle d’avoir un électron
célibataire sur un atome d’oxygene ou d’azote, ceci leur confére la dénomination d’espéces

réactives de I’oxygene (ERO ou ROS) ou de I’azote (EAR ou RNS)(Rezaire, 2012).

Parmi les EROs, on peut distinguer quatre espéces principales : I’oxygéne singulet(O5"),
I’anion superoxyde(O,"), le peroxyde d’hydrogéne(H,O,) et le radical hydroxyle(OH’). La
réduction partielle de 1’0, & un, deux ou trois €lectrons génére les différentes espéces citées ci-

dessus au lieu des quatre électrons nécessaires pour réduire O, en H,0.

L’oxygene singulet, qui est la forme diamagnétique de 1’oxygeéne est produit en présence
de rayonnement UV ou par les leucocytes. Bien qu’il ne soit pas un radical, il joue un role dans
le vieillissement cutané et certaines maladies liées a 1’age (Choe et Min, 2005 ; Hennebelle,
2006). L’Oy* est le résultat de I’apport d’un électron supplémentaire & la structure initiale de
I’oxygéne (Rezaire, 2012). De plus, il peut étre produit dans la membrane plasmique de cellules
immunitaires comme les globules blancs et participer ainsi a la phagocytose (lors des réactions
inflammatoires). Toutefois, comme 02" est un radical anionique, il est susceptible de réagir avec
des molécules environnantes; sa réactivité est variable selon que ’on trouve dans un milieu
aqueux ou non. Dans I’environnement des membranes biologiques, il se comportera comme une
base ou un agent réducteur; il peut aussi se dismuter pour donner spontanément du H,O et d I’O..
En présence de composés tels que la vitamine E, I’ascorbate ou le catéchol, il se comportera
d’avantage comme un nucléophile ou un agent oxydant. Lorsqu’il se trouve en milieux aqueux, il

réagit comme un réducteur de radicaux peroxyles par exemple (Badouard, 2006).

Le peroxyde d’hydrogene H,O, (appelé également eau oxygénée) est formé par I’addition
d’un second électron sur 02._ donnant comme intermédiaire 1’anion peroxyde 022_ qui se
protone facilement pour donner H,O, .Toutefois, la principale production de H,O, résulte de la

dismutation de ’O> selon la réaction suivante :

202°- + 2H+—> H202 + 02

Sous sa forme moléculaire, le H,O, est également toxique, en particulier a cause de sa
transformation en radical hydroxyle en présence de cations métalliques Fe?* et Cu?* lors de

réactions de type « Fenton » (1) et (2)(Wardman et Candeias, 1996).
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(1) Mn*+ H,0, - "'OH+ OH + M (n+1)"

(2) M (n+1)"+0, - Mn"+0,

(Ou M présente un cation métallique au degré d’oxydation n ou n+1).

La réduction monoélectronique du peroxyde d’hydrogene H, O, donne naissance au radical
hydroxyle OH (Rezaire, 2012), qui est I’oxydant le plus puissant de I’organisme (Badouard,
2006), et joue un rdéle majeurdans la peroxydation lipidique et la destruction du matériel
génétique. La durée de vie d’OH est trés courte (moins de 1nanoseconde) ce qui fait qu’il réagira
avec les molécules environnantes et non pas a distance. L’OH" Peut-étre généré de plusieurs
maniéres différentes: coupure homolytique de H,O, sous I’influence de rayonnements UV,
réactions de I’acide hypochloreux avec O°, décomposition des ions peroxynitrites (ONOQ)
(Hennebelle, 2006).

Le réle des ERO est tres complexe car elles peuvent avoir un réle physiologique ou un
effet toxique en fonction de leur concentration. Dans des conditions normales, elles sont
génerées en faible quantité et jouent un réle de messagers secondaires capables, notamment, de
réguler le phénomene de 1’apoptose ou d’activer des facteurs de transcription. Formés en trop
grande quantité, les ERO deviennent « pathologiques » en activant I’expression des génes codant

pour des cytokines pro-inflammatoires ou des protéines d’adhésion (Haleng et al., 2007).

Dans la cellule, les ERO ont différentes origines. La mitochondrie est la source majeure
des ERO cellulaires (respiration mitochondriale). Des réactions enzymatiques sont aussi capables
de produire des anions superoxydes (NADPH oxydases, xanthine oxydase) (Valko et al., 2007).
Dans des conditions physiologiques le peroxysome produit H,O,, les neutrophiles produisent les
anions superoxydes via la NADPH oxydase pour accomplir la bactéricidie (Valko et al., 2004;
Valko et al.,2007). Les mono-oxygénases du réticulum endoplasmique (cytochrome P450)
contribuent a la production de H;0; et d’0O, (Zangar et al., 2004). Au niveau du SNC, systeme
nerveux central, le ‘'NO est un neurotransmetteur qui agit aussi sur la plasticité synaptique (Gao,
2010).

Les especes réactives de 1’azote issues du métabolisme de 1’azote (via les NO synthases)
sont représentées principalement par 1’oxyde nitrique (NO'), les oxydes de 1’azote, comme

I’anhydride nitreux N»Oj3 et I’ion peroxynitrite (ONOO)(Guetens et al., 2002).
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I’oxyde nitrique (‘(NO) est impliqué dans différents processus physiologiques comme la
transmission neuronale, la régulation de la pression sanguine, les mécanismes de defense, la
relaxation musculaire et I’'immunité (Archer, 1993; Forstermann et al., 1998; Bergendi et al.,
1999; Alderton et al., 2001). NO' provient notamment de la réaction catalysée par la NO
synthase mitochondriale (NOSmt) (Masuda et al., 2001) entre I’atome d’azote appartenant a la
L-Arginine et une molécule d’oxygéne . Il est peu réactif et diffusible dans les milieux
biologiques. Sa durée de vie est de I’ordre de quelques secondes en systéme aérobie et de plus de
15 secondes lorsqu’il se trouve dans un milieu pauvre en O, .De plus, NO'peut étre produit par la
NOS endothéliale et possede dans ce cas des capacités vasodilatatrices au niveau

cardiovasculaire (Badouard, 2006).

Cependant, le NO'n’est pas dénué de toxicité car il peut aisément réagir avec la plupart des

especes oxygénées et se transformer en dioxyde de I’azote (NO>) :

(3) 2 .NO + 02—> 2 NOZ

Lequel peut donner du trioxyde d’azote (N203) :
(4) .NO + N02—>N203

Pour enfin aboutir & un ion nitrate stable (NO, ) (Rezaire, 2012).

(5) N203 + H20 — 2 NOZ_ + 2H+

De plus, le monoxyde d’azote forme avec 1’ion superoxyde le peroxynitrittONOO :

(6) *NO + 0,”"— ONOO’

Composé extrémement réactif et toxique, NO et ONOO interagissent avec des protéines et

peuvent altérer leurs propriétés (Barouki, 2006).

La production excessive de radicaux libres provoque des dommages au niveau des
molécules biologiques comme I’ ADN, les protéines et les lipides. Des lésions secondaires dues
au caractére cytotoxique et mutageéne des métabolites libérés lors de 1’oxydation des lipides

peuvent également se produire (Favier, 2003).

Les premiéres cibles des ERO sont les lipides, notamment ceux présents dans les

membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés
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(AGPI) sont trés sensibles a 1’oxydation en raison de leur degré élevé d’insaturation (Pamplona
et al., 2000; Hulbert, 2005). L’oxydation des lipides génére des peroxydes lipidiques qui sont
eux-mémes tres réactifs. La peroxydation des lipides induit une modification de la fluidite, de la
perméabilité et de I’excitabilité des membranes (Hang et al., 2004). Parmi les produits formés
lors de la peroxydation lipidique, I’isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), les substances
réagissant avec ’acide thiobarbiturique (TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4-HNE) sont étudiés
comme marqueurs de la peroxydation (Garait, 2006). Cependant, le 4-HNE peut activer
directement le découplage mitochondrial et pourrait ainsi réduire la production mitochondriale
de ROS, ce mécanisme pourrait étre un moyen de réguler la production de ROS (Echtayet al.,
2003).

Le MDA peut réagir avec les bases de I’ADN (Valko et al., 2006; Cadet et al., 2010). En
effet, les atomes de carbone des deux liaisons carbonyles du MDA sont électrophiles de la
guanine, de I’adénine et de la cytosine (Valko et al., 2006; Cadet et al., 2010). Le 4-HNE forme
plusieurs type d’adduits, le 1, N2-propano-2’-désoxyguanosine est 1’adduit prépondérant de la
réaction du 4-HNE avec I’ADN isolé ou cellulaire (transversions GC vers TA) (Feng et al.,
2003; Douki et al., 2004).

De facon comparable a 1’oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles d’étre
oxydées par les ERO (Peng et al., 2000; Levine, 2002), principalement au niveau des résidus
cystéine, méthionine, tyrosine, tryptophane, phénylalanine, valine, leucine, histidine, glutamine,
proline, thréonine, arginine et lysine (Stadtman, 1992; Stadtman et al., 1992). Toute attaque
radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus avec, pour
conséquences, I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
des ponts bi-tyrosine intra-et inter-chaines (Haleng, 2007). Les carbonyles sont utilisés comme
des marqueurs de 1’oxydation des protéines et de facon générale comme des marqueurs de stress
oxydant (Nakamura et al., 2010). Les produits de la peroxydation lipidique, 4-HNE et MDA,
peuvent contribuer a 1’oxydation des protéines, en particulier au niveau des résidus histidine,
cystéine et lysine (Maier et al., 2010). Les changements structuraux des protéines oxydées
altérent 1’intégrit¢é des membranes cellulaires, ainsi que les propriétés fonctionnelles et

antigéniques des protéines membranaires (Gruber et al., 2006; Jacob et al., 2006).

L’oxydation des protéines est liée a 1’dgeet a plusieurs maladies, le processus de
vieillissement est le plus souvent lié a une accumulation de protéines oxydées, liée a une

augmentation du taux ERO/ERN dans I’organisme, a une défaillance du systéme anti-oxydant et
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a une diminution de la capacité du systeme de dégradation des protéines oxydées (Valko et al.,
2006).

L’ADN est aussi une molécule trés sensible a 1’attaque par les radicaux oxygénés
(Dizdaroglu et al., 2002), les ERO peuvent réagir avec la guanine, base constitutive de I’ADN
pour former la 8-hydroxy-2’désoxyguanosine(8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier avec la
cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et conduisant a
des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du cancer et
vieillissement. Les ERO peuvent aussi attaquer la liaison entre la base et le sucre créant un site
abasique, et peuvent également attaquer le sucre lui-méme créant une coupure de chaine simple
brin. L’accumulation de dommages oxydatifs a I’ADN risque de développer un cancer au cours

de la vie (Haleng et al., 2007).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la production mitochondriale de
radicaux (Mohammedi, 2013).

Les effets du stress oxydatif sont contrés par [’action d’un systéme complexe
d’antioxydants non enzymatiques et enzymatiques. Les enzymes antioxydantes les plus efficaces
sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathione péroxydase (GPx) (Mates et
al., 1999). Les antioxydants non enzymatiques incluent la vitamine C (ascorbate), la vitamine E

(tocophérol), les caroténoides, les thiols (glutathion, thiorédoxine et acide lipoique) et les
polyphénols (McCall et Frei, 1999).

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiére ligne de défense de

notre organisme contre les ERO principalement SOD, la catalase et la glutathion (Garait, 2006).

Superoxyde dismutase (SOD), assure 1’élimination de 1’anion superoxyde par une réaction
de dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne. Chez I’homme, la SOD existe sous
trois isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur
métallique: une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD),
une forme mitochondriale associée au manganése (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-
SOD) (Garait, 2006; Haleng, 2007).

20, + 2H" superoxyde dismutasé H,0, + O,
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La catalase est une enzyme tétramérique, chaque unité portant une molécule d’héme et une
molécule de NADPH. Elle catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau et oxygeéne
moléculaire. L'affinité de la catalase pour I'H,O, est elevée seulement lorsque les teneurs en
peroxyde d'hydrogene sont accrues. Présente dans les peroxysomes de nombreuses cellules, elle

assure la protection vis-a-vis d’H,O; dans le cytosol et les mitochondries (Garait, 2006).

2H,0catalase? ggo +0,

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son role est
d’accélérer la dismutation du H,O, en H,O et O,. Lors de cette réaction, deux molécules de

glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure.

H,O, + 2GSHglutathion peroxidase2H,0 + O,

La glutathion réductase, quant a elle, a pour réle de régénérer le GSH a partir du GSSG
grace au NADPH qui est utilis¢ comme donneur d’électron. Ces deux enzymes sont présentes

dans le cytosol et dans les mitochondries (Garait, 2006).

2 GSSG+ 2 NADPH + H'glutathion réductase 2GSH +NADP*

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart des antioxydants non enzymatiques ne
sont pas synthétisés par ’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. Dans cette
catégorie, nous retrouvons les oligoéléments (le cuivre, le fer, le manganeése, le sélénium et le
zinc), le glutathion réduit (GSH), I’ubiquinone (CoQ10), I’acide ascorbique (vitamine C), a
tocophérol (vitamine E) et les caroténoides (Vertuani et al., 2004).

Le coenzyme Q10, appelé ubiquinone en raison de son ubiquité dans les cellules, est un
dérivé benzoquinolique avec une longue chaine latérale isoprénique. Cette chaine latérale
confére a la molécule un caractére lipophile qui lui permet de s’insérer dans les membranes et les
lipoprotéines. Il joue un rdle essentiel dans la chaine mitochondriale de transport d’électrons et

est un puissant inhibiteur de peroxydation lipidique (Haleng et al., 2007).
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La vitamine A connue par son effet antioxydant, est une molécule liposoluble présente
dans les membranes biologiques. Sa structure chimique hautement insaturée la fait réagir
adéquatement avec les radicaux péroxyles, creant ainsi des produits non radicalaires, ce qui a

pour effet d’arréter la chaine de réaction radicalaire (Rissanen et al., 2003).

La vitamine C ou acide ascorbique n’est pas synthétisée par 1’organisme. Sa concentration
plasmatique dépend fortement de 1’alimentation et des modifications du flux hépatique. C’est un
excellent piégeur des ERO qui peut protéger divers substrats biologiques (protéines, acides gras,
ADN) de I’oxydation. Aux concentrations physiologiques, la vitamine C est capable d’empécher

I’oxydation des LDL produite par divers systéemes générateurs d’ERO (Will et Byers, 1996).

Sous le terme de la vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (o, B, gamma,
delta). Le caractére hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras
de la membrane cellulaire et des lipoprotéines ou elle joue un réle protecteur en empéchant la

propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant (EI-Sohemy et al., 2002).

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine) qui sous la forme réduit
agit comme antioxydant. Les fonctions du GSH incluent le maintien des thiols des protéines,
ainsi que le maintien de certains composés sous leur forme réduite comme les vitamines C ou E.
Dans des conditions physiologiques, sa forme oxydee (GSSG) est en concentration tres faible. Le
rapport GSH/GSSG est considéré comme un excellent marqueur de la peroxydation lipidique et

permet d’objectiver I’importance du stress. (Souchard et al., 2002; Haleng et al., 2007).

Oligoéléments ou les métaux de transition peuvent aussi jouer un rdle protecteur vis-a-vis
du stress oxydant comme composés essentiels des enzymes antioxydantes. Ainsi, le cuivre, le
zinc et le manganése entrent dans la composition du site actif des différents superoxydes
dismutases (Cu/ZnSOD et MnSOD). Le sélénium n’est pas un antioxydant en tant que tel, car il
ne peut piéger les radicaux libres, mais il joue un rdle primordial comme cofacteur de la
glutathion peroxydase (Arteel et Sies, 2001; Haleng et al., 2007).Certains oligoéléments,
notamment le fer, lorsqu'ils sont en excés dans I'organisme et sous leur forme réduite, peuvent

avoir une action prooxydante (réaction de Fenton, d'Haber-Weiss) (Garait, 2006).

Depuis le début des années 90, diverses méthodes ont été mises au point afin d'évaluer la

capacité antioxydante. Puisque les composés antioxydants se trouvent dans des mélanges ou des
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systemes complexes et agissent a plusieurs niveaux a la fois, ils sont soumis a une multitude de
variables qui sont susceptibles d'influencer leur action (Antolovich et al., 2002). Au début des
annees 2000 plusieurs auteurs s'entendaient pour dire qu'il est nécessaire d'utiliser plus d'une
méthode afin de déterminer l'activité antioxydante dans la nourriture et les systéemes biologiques
(Frankel et Meyer, 2000; Antolovich et al., 2002; Marc et al., 2004).

Les tests qui mesurent le potentiel antioxydant peuvent étre divisés en deux catégories:
ceux qui mesurent les réactions de transfert de I'atome d’hydrogéne et ceux qui mesurent le
transfert d'électrons (Marc et al., 2004; Wu et al., 2004).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante
par piégeage de différents radicaux, comme les peroxydes ROOe+ par les méthodes ORAC
(Oxygene Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant
Parameter); les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter)
ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPHe+ (diphenyl-picrylhydrazyle).
Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle I’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement
d’une fagon bien précise. Le plus souvent, il faut combiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de I’échantillon a tester

(Cristina et al.,2009).
Réduction de fer par test de FRAP: Ferric Reducing Antioxydant Power

cette technique correspond a la réduction d’un complexe tripyridyltriazine ferrique
[(Fe(1I)-TPTZ)2] en un complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(Il)-TPTZ),] par un antioxydant
(AH), a un pH de 3.6 pour maintenir la solubilité du fer (figure01).

11
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Figure 01: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe(l11)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Thomas, 2011).

Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux une coloration bleue
intense apparait trés rapidement avec un maximum d’absorption a 593 nm (Thomas, 2011).
Ainsi, la formation de ce complexe indiquera un pouvoir réducteur qui détermine la capacité
d’un composé a se comporter comme un antioxydant. Les valeurs obtenues sont comparées avec
I’absorbance d’un témoin qui est usuellement 1’acide ascorbique (Benzie et Strain, 1996; Pulido

et al., 2000).
Blanchissement de la béta-caroténe: p-carotene bleaching method

Cette technique spectrophotométrique consiste a mesurer la décoloration du [-caroténe
résultant de son oxydation par les produits de décomposition de 1’acide linoléique. L’ oxydation
de ce dernier genere des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont par la suite oxyder le -
caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie par spectrométrie a 470
nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de
I’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du B-caroténe (Tepe et al.,
2006).

12
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LOO" + B-carotene » Blanchissement
LO0 ——3 [0 ———> LOOH
LOO + AH > A"+ LOOH

Cette méthode est sensible, rapide et simple. Elle présente également 1’avantage de pouvoir
étre couplée a la chromatographie sur couche mince (Atti, 2014). Aprés séparation
chromatographique, un mélange de B-caroténe et d’acide linoléique est pulvérisé sur la plaque,
celle-ci étant alors exposée plusieurs heures a la lumiére du jour ou aux UV jusqu’a décoloration
du fond jaune. Les bandes ou la couleur jaune persiste, indiquent la présence de substances
antioxydantes. Cependant, I’oxydation induite par voie thermique est non controlée et donc non
specifique, ce qui conduit bien souvent a une variabilité des résultats. Pour contourner ce
probleme, certains auteurs ont remplacé la chaleur par des agents oxydants conduisant a des
résultats plus reproductibles, comme I’AAPH [2,2'-azo -bis (2-amidinopropane) dichlorhydrate]
(Parejo et al., 2003) ou la lipoxygenase de soja (Chaillou et Nazareno, 2006).

Frankel, (1998) a également critiqué 1’utilisation d’acides gras libres qui ne représentent
pas des modgeles lipidiques réalistes. Enfin, I’interprétation des données n’est pas aisée car le -

caroténe est lui-méme un antioxydant, sensible a 1’oxygene.
La méthode TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity

La méthode TEAC est un test de décoloration basé¢ sur la capacité d’un antioxydant a
réduire le radical-cation ABTS" de couleur bleu(figure 02), comparativement & un antioxydant
de référence, le Trolox (I’analogue hydrophile de la vitamine E) (Pellegrini et al., 2003). La
décoloration de I'ABTS est mesurée a 734 nm (Wang et al., 2004). La valeur TEAC correspond
a la concentration (mmol/l ou mg/l) de Trolox ayant la méme activité que la concentration
unitaire du composé a tester (Marc et al., 2004; USDA, 2007; CQVB, 2008). Cette méthode a
été employée dans de nombreux laboratoires en raison de sa simplicité, sa rapidité et sa
corrélation avec l'activité biologique des antioxydants. Les principaux inconvénients de la
méthode TEAC sont les suivants: le radical-cation ABTS" doit &tre généré a partir des sels
ABTS, les radicaux libres géneérés ne sont pas stables durant de longues périodes et il est difficile
de comparer les valeurs a d’autres études parce que la technique n'est pas standardisée (Sanchez-

Moreno, 2002).
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Figure 02: Structure du radical-cation ABTS+° (Miller et Evans, 1997).
La méthode TRAP: total radical trapping antioxidant potential

La méthode TRAP est basée sur la capacit¢ d’un antioxydant a inhiber I’action des
radicaux péroxyles. Les radicaux sont générés par les sondes fluorescentes telles que le BAP [2,2
-azo-bis (2-amidinopropane) chlorhydrate] ou AAPH [2,2'-az0 -bis (2-amidinopropane)
dichlorhydrate]. L’AAPH est solubilisé en milieu aqueux avec 1’antioxydant et un indicateur qui
devient luminescent lorsqu’il est oxydé a 37°C, comme le luminol. La capacité des antioxydants
a bloquer I’oxydation de I’indicateur est comparée a celle du Trolox (témoin) (Schlesier et al.,
2002). Les avantages de cette méthode sont que les antioxydants non enzymatiques (glutathion,
acide ascorbique, a-tocophérol et le [-caroténe) peuvent étre quantifiés et la capacité
antioxydante du plasma et du sérum sanguin peut étre mesurée (Sharpe et al., 1996; Phipps et
al., 2007; CQVB, 2008). Le principal inconvénient est que les temps de latence ne sont pas
toujours respectés; il est alors difficile de comparer les résultats avec d'autres études. Les
antioxydants n’ont pas tous une phase de latence détectable cependant, l'utilisation de cette
technique est basée sur I'nypothése que tous les antioxydants démontrent une phase de latence et

que la durée de cette phase est proportionnelle a la capacité antioxydante (Prior, 2005).
Piegeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHe)

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) fut I'un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure activité antioxydante des composeés
phénoliques (Medjoujda et Benlifa, 2014). La réduction du radical DPPH par un antioxydant
peut étre suivie par spectrophotométrie UV visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a
517nm provoquée par la présence des composés phénoliques. Le DPPH est initialement violet, se
décolore lorsque 1’électron célibataire s’apparie (figure 03). Cette décoloration est représentative
de la capacité des composés phénoliques a pieger ces radicaux libres indépendamment de toutes
activités enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir

antiradicalaire direct de différentes substances phénoliques (Molyneuxs, 2004).
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Figure 03: Mécanisme réactionnel entre 1’espece radicalaire DPPHe et un antioxydant
(AH)(Thomas, 2011).

Piégeage du radical peroxyle (ROO¢) par la méthode ORAC: Oxygen-Radical Absorbance
Capacity

La méthode ORAC a été développée par I'équipe de Cao et al. (1993). Elle consiste a
mesurer I'effet inhibiteur des antioxydants sur un radical libre couplé a une protéine fluorescente,
La B-PE (B Phycoérythrine) est une protéine fluorescente extrémement sensible au stress
oxydatif. En présence d’AAPH, qui est un donneur du radical peroxyl, la structure tétramérique
de la B-PE est modifiée, elle se dimérise. Cette dimérisation dépendante de la concentration en
radicaux peroxydes du milieu réactionnel. Et peut étre suivie en mesurant la décroissance de la
fluorescence de la B-PE en fonction du temps. Cette cinétique de décroissance de la fluorescence,
est directement reliée a la concentration de radicaux libres présents dans le volume réactionnel.
Cependant, la B-PE n'étant pas constante d'un lot & l'autre, la méthode fat améliorée en 2001
grace a lutilisation de la fluorescéine (Ou et al., 2001). A l'origine, la méthode était limitée a
I'évaluation des composés hydrophiles seulement. A priori, cela ne semblait pas poser de
problemes puisque les antioxydants hydrophiles comptent pour plus de 85% de la capacité
antioxydante chez les fruits et légumes, (Prior, 2003; Pellegrini et al., 2007). Cependant,
comme les composés lipophiles jouent un réle important contre I'oxydation lipidique, la méthode
a été adaptée afin de les prendre en considération (Huang et al., 2002; Wu et al., 2004). Cette
méthode utilise le Trolox comme standard, dont la capacité antioxydante est bien connue. La

méthode ORAC a pour avantage d'étre relativement simple, requiert peu d'instrumentation et
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prend en considération les composés hydrophiles et lipophiles (Prior et al., 2005). Cette
méthode a largement été utilisée pour évaluer la capacité antioxydante des aliments (Cao et al.,
1996; Wang et al., 1996; Wu et al., 2004).

Piégeage du radical superoxyde (O )

Cet essai évalue la capacité d’un produit a capter un radical libre, I’anion superoxyde O,

ce radical est généré in vitro par le systéme hypoxanthine/xanthine oxydase. Dans cette méthode,
le radical réduit le NBT2" (Nitro-Blue Tétrazolium) de couleur jaune, en bleu de formazan de
couleur pourpre qui absorbe a 560 nm. Ainsi un composé¢ antioxydant capable de capter 1’anion
superoxyde empéchera la formation du bleu de formazan et la solution restera jaune. Les
absorbances obtenues permettent de calculer un pourcentage d’inhibition de la réduction du
NBT2" par rapport a un témoin constitué du milieu réactionnel dépourvu de composé
antioxydant. On peut ensuite tracer une courbe représentant le logarithme du pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration de compose testé, et déterminer la ICs

(concentration inhibant 50% de 1’activité) du composé (Parejo et al.,2002).
Piégeage du peroxyde d’hydrogéne: H,O, scavenging activity

Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du peroxyde
d’hydrogene est basée sur I’absorption de cette molécule dans le domaine de ’'UV.Comme la
concentration de H,0; diminue par les composés piégeurs, la valeur d’absorbance de ce dernier a
230nm diminue également. Néanmoins il est tout a fait normal que les échantillons absorbent
¢galement a cette longueur d’onde, exigeant ainsi I’exécution d’une mesure du blanc (Malgalhae

et al.,2008).
Piégeage du radical hydroxyle (HO¢)

La capacité des substances a piéger le radical hydroxyle est souvent évaluée par le
pourcentage d’inhibition de la réaction du radical OHe avec une molécule détectrice. Les
molécules détectrices utilisées dans la littérature, sont nombreuses. On peut citer le désoxyribose,

la dopamine, la thymine, la 4- nitrosodiméthylaniline (Atti, 2014).

Le radical hydroxyle est produit par réaction entre le fer (Fe2+/EDTA) et le peroxyde
d’hydrogeéne (H20;2) en présence d’acide ascorbique. Le désoxyribose, par action du radical

hydroxyle, va étre dégradé en malon-dialdéhyde (MDA) dont I’apparition est suivie par réaction
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avec I’acide thiobarbiturique (TBA). Le produit ainsi formé est détectable par une mesure
d’absorbance a 532 nm. La capture du radical (HO®*) par la substance a étudier, se fait par
compétition avec le desoxyribose, ainsi une diminution de la quantité du chromogéne formé est

observée se traduisant par une diminution de I’absorbance (Kanoun, 2011).
Méthode de la xanthine oxydase

Cette méthode est basée sur l'inhibition de XO (xanthine oxydase) qui conduit une
diminution de la production d'acide urique, qui a été déterminée par spectrophotométrie
(Oskoueian et al., 2011).La xanthine oxydase est une métalloflavoprotéine qui intervient dans la
formation de I’anion superoxyde O; et du peroxyde d’hydrogéne (H,O,) par réduction de

I’oxygéne moléculaire (Yeh et al., 2003) selon la réaction suivante :

(7) Xanthine +2 O,+ H,O  — Acide urique + 2 O, +2H"

La xanthine oxydase peut catalyser I'oxydation d'une grande gamme de substrats y compris
les purines, les pyrimidines et les aldéhydes. Par ailleurs, la xanthine oxydase peut produire du
superoxyde lors de la métabolisation de I'hypoxanthine en xanthine et en acide urique. L'anion
superoxyde est ensuite a l'origine de la formation du peroxyde d'hydrogéne (H,O>) par l'action du
superoxyde dismutase. En présence du fer, la coexistence du superoxyde et du peroxyde
d'’hydrogéne peut générer le radical hydroxyle (OH"), qui est un puissant inducteur de la
peroxydation des phospholipides membranaires (Takano et al., 2005). L’accumulation de
I’acide urique produit, conduit a une hyperuricémie et a la maladie de la goutte (un trouble du
métabolisme des purines). Cette molécule est caractérisée par un maximum d’absorption a 290
nm (Da Silva et al., 2004; Takano et al., 2005). Un inhibiteur de la xanthine oxydase dans le
milieu reéactionnel aura pour effet de diminuer la concentration en acide urique. La capacité de
I’antioxydant a inhiber la xanthine oxydase est alors évaluée en mesurant la quantité¢ d’acide
urique formée. Cette mesure est effectuée par spectrophotométrie a 295 nm (Cimanga et al.,
1999; Nguyen et al., 2004).
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Méthode de DEPG: N, N-dimethyl-p-phenylene diaminedihydrochloride

Cette méthode est basée sur la réduction de couleur de la solution tamponnée de DEPG
dans un tampon acétate et le chlorure ferrique. La procédure implique la mesure de la diminution
de l'absorbance de DEPG en présence d'accepteurs avec maximum d’absorption de 505 nm.

L'activité a été exprimée en pourcentage de réduction de DEPG (Nur-Alam et al., 2012).
Méthode de thiocyanate ferrique (FTC)

La capacité antioxydante a été déterminée par la mesure de I’absorbance d'un complexe
coloré généré par la réaction entre le péroxyde et le chlorure ferreux qui forment les ions
ferriques. Les ions ferriques réagissent avec le thiocyanate d'ammonium et produisent le

thiocyanate ferrique qui donne une couleur rouge (Medjoujda et Benlifa, 2014).
Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivie
de la diminution de 1’absorbance accrue du complexe Néocuproine (Nc), cuivre (Cu?*) [Ncy_
Cu?"]. En effet, en présence d'un agent antioxydant, le complexe cuivre—néocuproine est réduit et
cette réaction est quantifiée spectrophotométriquement a une longueur d’onde de 450 nm (Apak

et al., 2004).

(8)Cu (Nc),** ArOH — Cu(Nc)," + Ar=0 +H*

La détection des ERO est trés longtemps restée difficile in vivo. En effet, les radicaux
libres ont une demi-vie trés courte de 1’ordre de 10-11 secondes, et il est difficile de les détecter
de maniére directe. La résonance paramagnétique électronique (RPE), méthode qui détecte la
présence d’électrons non appariés, assure une mesure directe et sensible des radicaux libres, et la
détection des radicaux libres a des concentrations de I’ordre de 10mol/L tant qu’ils sont stables.
Pour les radicaux trés instables, un certain nombre d’approches complémentaires sont
disponibles. Celle proposée par Knowles et al. (1969) pour la mesure du radical superoxyde est
appelée "rapid-freezing". Elle consiste a congeler les échantillons afin de réduire la réactivité de

I’espéce. Une autre approche repose sur l’utilisation des piégeurs radicalaires qui réagissent
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rapidement avec les radicaux libres pour donner des produits radicalaires de durée de vie plus
longue que les especes d’origine. Cette technique est largement employée pour détecter la
présence des radicaux hydroxyles et superoxydes mais eégalement des radicaux organiques

pendant la peroxydation lipidique (Pietri et al., 1998 ).

En raison de leur trés courte durée de vie, la plupart des techniques d’évaluation des ERO
sont donc indirectes. Ces methodes reposent sur la mesure des sous-produits de réaction des
ERO avec les substrats biologiques. Les produits d’oxydations biologiques sont a ce jour les

meilleurs marqueurs du stress oxydant (Sekli-Belaidi, 2011).
Dériveés de la peroxydation des lipides

Les acides gras polyinsaturés comme I’acide linoléique ou arachidonique sont les cibles
privilégiées des EOA et plus particulierement des radicaux libres. Dans une premiére étape, ils se
transforment en peroxydes lipidiques (ROOH) qui peuvent étre mesurés au niveau plasmatique
avec un kit commercial. Sous 1’action de métaux de transition (fer, cuivre), les peroxydes
lipidiques se décomposent ensuite en toute une série de sous—produits dont font partie les
aldéhydes (Pincemail et al., 1999).

Le malondialdéhyde (MDA) est un produit terminal de la peroxydation lipidique. La
réactivité du MDA avec I’acide thiobarbiturique (TBA) reste un test classique de dépistage de la
peroxydation lipidique encore trés utilisé (Sekli-Belaidi, 2011). Si cette méthode relativement
simple présente une trés bonne sensibilité, elle manque de spécificité en raison de la présence
d’interférents (molécules ne relevant pas du stress oxydant et pouvant réagir avec le TBA) et des
conditions opératoires nécessaires a la formation du complexe MDA-TBA (chauffage en milieu
acide) (Lefévre et al., 1998). Plus sensible et beaucoup plus spécifique est la mesure d’un autre
aldéhyde, le 4-hydroxynonénal (HNE) provenant de la dégradation des peroxydes d’acides gras
de la famille ®—6. Tout comme la MDA, le HNE se mesure en routine par une méthode HPLC.
Tres recemment, de nouveaux marqueurs stables et spécifiques de la peroxydation lipidique ont
été proposes, les F2-isoprostanes (Roberts et Morrow, 2000; Cracowski et al., 2000) qui sont
formés lors de I’attaque de 1’acide arachidonique par les ERO. La détermination de ces produits
dans le sang et les urines impose 1’utilisation de techniques complexes, comme la

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (Sekli-Belaidi, 2011).

Le dommage oxydatif provogque des changements dans la structure des lipoprotéines de

faible densité (“low densitylipoprotéines” ou LDL) qui sont riches en acides gras polyinsaturés.
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La peroxydation induite dans les LDL par les EOA provoque in situ la formation d’aldéhydes
(MDA et HNE) qui peuvent a leur tour oxyder les LDL. Ces LDL modifiées sont reconnues par
les macrophages au sein desquels elles s’accumulent en formant des cellules spumeuses (“foam
cells”). En s’accumulant dans 1’espace interstitiel, ces cellules contribuent au développement de

I’athérosclérose (Pincemail et al., 1999).
Dérivés de I’oxydation des protéines

Les modifications des structures primaires, secondaires et tertiaires des protéines par les
EOA sont a la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes
incluant la fragmentation et 1’oxydation des acides aminés. Cette méthode, essentiellement
utilisée sur des prélévements cellulaires et tissulaires, est applicable au plasma. Cependant, elle
est délicate a mettre en ceuvre et requiert des quantités importantes de protéines (Bonnefont-
Rousselot et al., 2001), par techniqgue HPLC ou via des anticorps mono-et polyclonaux.
Récemment, une méthode ELISA quantitative, sensible et applicable en routine dont les résultats
se corrélent parfaitement avec ceux obtenus par méthode spectrophotométrique, a été mise au

point (Pincemail et al., 1999).
Dérivés de ’oxydation de I’ADN

De nombreux produits d’oxydation radicalaire de I’ADN ont été identifiés mais seulement
deux d’entre eux (thymidine glycol et 8-OH-2-desoxyguanosine) sont des marqueurs intéressants
qui peuvent étre dosés dans des cellules isolées, dans I'urine et a partir de biopsies. Cependant,
les méthodes de mesure sont lourdes (spectrométrie de masse, HPLC couplée a une détection
¢lectrochimique). En outre, des précautions drastiques doivent étre prises lors de I’extraction de

I’ADN, ce qui limite leur utilisation aux laboratoires spécialisés (Sekli-Belaidi, 2011).

Le plasma humain est riche en antioxydants de petite taille de types hydrophiles (acide
urique, acide ascorbique (Vit C), glutathion, bilirubine) et lipophiles (a—tocophérol (Vit E),
rétinol (Vit A), p—caroténe, ubiquinone). Les globules rouges sont par contre trés riches en
enzymes antioxydantes comme le superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion
peroxydase (GPx). De trés nombreuses études chez I’animal ont montré que les antioxydants de
petite taille sont généralement consommés lors d’un stress oxydatif tandis que le taux d’enzymes
antioxydantes est soit augmenté par expression moléculaire en cas de faible stress oxydatif
(adaptation), soit diminué lorsque I’intensité du stress oxydatif est trop importante (Pincemail et

al., 1999).
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Le dosage des SOD est préconisé dans les globules rouges, aprés acheminement rapide du
sang total sur glace. Des kits sont commercialisés pour le dosage des activités enzymatiques. La
GSH-Px peut étre dosée dans différents milieux biologiques; des kits dérivant de la méthode de
Paglia basée sur la mesure spectrométrique a 340 nm de I’oxydation du NADPH en présence du
glutathion et de la GSH-Px sont disponibles. Le dosage de la catalase dans les érythrocytes est
basé sur la variation de la densité optique a 240 nm liée a la dismutation du peroxyde (Sekli-
Belaidi, 2011).

Le dosage des molécules antioxydantes a beaucoup progressé au cours des dix dernieres
annees. La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée a une détection
électrochimique est proposée pour le dosage simultané du tocophérol, du rétinol, des
caroténoides, de I’acide ascorbique et du couple GSSG/GSH (Gazdik et al., 2008). Les
techniques spectrométriques ainsi que les méthodes enzymatiques sont aussi largement utilisées
(Feng et al., 2005; Zhao et al., 2009).

Le sélénium est un ¢élément essentiel a 1’état de trace (oligoélément) qui participe a la
constitution et a la régulation de la GPx, enzyme qui participe a la destruction des peroxydes
lipidiques. Le sélénium se dose dans le sérum ou le plasma par diverses techniques comme la
fluorescence par rayons X, I’émission de particules induite par rayons X (PIXE), la
chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse et 1’absorption atomique
avec correction Zeeman, cette derniére technique ayant ’avantage de pouvoir étre utilisée en

routine (Pincemail et al., 1999).

Le fer est indispensable a la vie, il joue un réle important dans le transport de 1I’oxygene, le
transfert des électrons et la catalyse enzymatique. A 1’état libre, le Fe," est un puissant donneur
d’électrons, réagissant notamment avec I’eau oxygénée, pour générer des radicaux hydroxyles
hautement réactifs (réaction de Fenton). Dans des conditions physiologiques, la transferrine
possede une capacité de fixation importante en fer puisqu’elle est saturée avec ce métal de
transition de sorte qu’il n’est pas possible de trouver du fer libre (a 1’état actif) dans le sang de
sujets en bonne santé. A ce titre, la transferrine est considérée comme un antioxydant important.
En situations pathologiques, le fer peut toutefois étre libéré de ses protéines de transport
(ferritine, lactoferrine) sous 1’action des ERO et se retrouver dans le sang sous forme libre
capable d’initier des réactions radicalaires. Le dosage du fer, de la transferrine et de sa saturation

donnera une indication sur I’état de stress oxydant du patient (Haleng et al., 2007).
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Les polymorphonucléaires (PMNs) ou neutrophiles jouent un réle important dans la
défense de I’organisme puisqu’ils assurent la phagocytose et la destruction de microorganismes
étrangers. La cytotoxicité de ces cellules s’expliquent par leur capacité a générer intra-
cellulairement de grandes quantités d’ERO mais aussi a libérer a partir de leurs granules des
enzymes protéolytiques (élastase, collagénase) et de la myéloperoxydase (MPO) (Pincemail et
al., 1999). Des études récentes ont montré que la MPO serait un marqueur potentiel de
I’athérosclérose. Les individus déficitaires en MPO présenteraient moins de maladies cardio-
vasculaires alors qu’une élévation des taux de MPO serait associée avec un risque plus élevé de

maladie coronarienne (Baldus et al., 2003).
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Actuellement de nouvelles recherches se sont orientées vers la recherche de nouvelles
ressources de molécules antioxydantes d’origine animale, végétale, marine ou microbienne dont

le regne végétal est prédominant.

Il est aujourd’hui largement reconnu que le monde végétal avec ses 350000 espeéces
répertoriées represente un réservoir unique de molécules aux vertus thérapeutique. Les plantes
forment une source inépuisable de substances biochimiques qui procurent des propriétés
curatives appréciables et qu’aucune chimie ne peut nous offrir. Ainsi, plus de 252 médicaments
considérés comme essentiels par ’'OMS, 11% sont exclusivement produits a partir des plantes
médicinales. Malgré le développement de la médecine moderne, les plantes médicinales trouvent
encore leurs indications thérapeutiques dans le traitement d’une multitude d’affections. Selon
I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) en 2008, plus de 80% de la population mondiale
dépend de la médecine traditionnelle pour leurs besoins en matiere de soins et de santé primaires
(Eddouks et al., 2007; Boulanouar et al., 2013).

L’importance des plantes médicinales est focalisée sur sa richesse en métabolites
secondaires qui ont fait I’objet de plusieurs recherches scientifiques dans le domaine
pharmaceutique afin de déterminer leurs effets thérapeutiques, comme agents antimicrobiens,

antidiabétiques, antihypertenseurs, antimitotiques, immuno-modulateurs, antioxydants....

Une autre source des métabolites secondaires est actuellement déviée au monde des

produits marins notamment les algues marines.

La diversité d’especes en algues et leur richesse en métabolites permet un vaste panel
d’applications. Il est possible de valoriser la biomasse brute, ou bien de 'utiliser comme vecteur
pour la production de molécules d’intérét. Les composés d’intérét essentiellement identifiés sont
les lipides, les vitamines, les polysaccharides, les protéines, les pigments, les antioxydants et
d’autres composants cellulaires. Ces produits issus des algues sont commercialisés pour les
secteurs de la santé et la pharmaceutique (actif biologiques et thérapeutiques). Les alginates sont
largement utilisés dans 1’industrie pharmaceutique en raison de leur capacité de chelation et de
leur capacité a former une solution tres visqueuse. On les retrouve dans les pates pour empreintes
dentaires, comme antiacides pour les brilures d’estomac ou les reflux gastriques. Dans le secteur
médical, ils interviennent au niveau du traitement des plaies dans les compresses hémostatiques,
les pansements hydro-colloides pour brilures. On les retrouves également dans la composition

de foies artificiels (Person, 2011). Les agars interviennent dans le domaine médical et
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pharmaceutique pour produire des agents gonflants, des laxatifs, des suppositoires, des gélules,
des comprimés et des anticoagulants. Ils sont également utilisés dans la fabrication des milieux
de culture biologique, et en biologie moléculaire plus spécifiqguement utilisés pour les methodes
de séparation. Les carraghénanes présentent plusieurs possibilités d'utilisation comme produits

pharmaceutiques: anti tumoraux, antiviraux, anticoagulants (Person, 2011).

Il existe plusieurs classifications différentes, mais les algues peuvent étre réparties dans

sept embranchements (tableau 01)(Cavalla, 2000).

Tableau 01: Caractéristiques importantes des groupes d'algues (Cavalla, 2000).

Embranchement | Nom Nombre | Représentants | Pigments Réserves Paroi Habitat
(Regne) commun d’espéces
Chlorophytes Algues vertes 7500 Chlorella, Chloro. a,b Sucres, Cellulose, Eau douce,
(Protistes) Scenedesmus, Xanthophylles Amidon, Mannanes, | saumatre,
Sptrogyra, Caroténes fructane protéines, salée et
Ulva CaCOg terrestre
Charophytes 250 Chara, Chloro. a,b amidon Cellulose, Eau douce et
(Protistes) Nitella Xanthophylles CaCOs saumatre
Caroténes
Euglenophytes Euglénes 700 Euglena, Chloro. a,b Paramylon, absente Eau douce,
(Protistes) Phacus Xanthophylles huiles, saumatre,
Caroténes sucres salée et
terrestre
Chrysophytes Algues brun- 6000 Dinobryon, Chloro. a, C1,C2 | Chrysolaminari | Cellulose, Eau douce,
(Protistes) jaune, vert- Surirella Caroténes ne, huiles silice, saumatre,
jaune et Fucoxanthine, CaCOs salée et
diatomées xantophylles terrestre
Phaeophytes Algues brunes 1500 Laminaria, Chloro. a,b Laminarine, Cellulose, Eau salée et
(Plantes) Fucus Xanthophylles mannitol, alginate, saumatre
Caroténes huiles fucoidan
Rhodophytes Algues rouges 3900 Gracilaria, Chloro. a Amidon Cellulose, Eau douce,
(Plantes) Gelidium, Rarement d floridéen Xylanes, Saumatre et
Chondrus Xanthophylles Galactanes, | salée
Caroténes, CaCOs
Zéaxanthine,
Phycocyanine C,
phycérythrine
Pyrrhophytes Dinoflagellés, 1100 Gymnodinium, | Chloro. a, C1,C2 | Amidon, Cellulose Eau douce,
(Protistes) dinophytes Ceratium, Caroténes Glycanes, ou absente | Saumatre et
Alexandrium Fucoxanthine, huiles salée
Péridinine,
dinoxanthine

Les algues sont des végétaux appartenant au groupe des thallophytes. Elles sont donc
dépourvues de racines, de tige, feuilles ou fleurs. L’ensemble du végétal porte le nom de thalle.
A la différence des champignons, qui sont aussi des thallophytes, les algues possédent des
pigments chlorophylliens leur permettant d’effectuer la photosynthése.Cette caractéristique

explique leur abondance uniquement dans les couches superficielles de la mer. L’éclairement
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diminuant avec la profondeur, les algues se raréfient dés 15-20 m (surtout les grandes espéces),

pour disparaitre a peu prés complétement vers 40 m (Splingart, 2013).

Les algues sont des organismes chlorophylliens se développant dans 1’eau ou dans des
milieux trés humides. Bien que surtout abondantes dans les eaux des mers, des lacs, des marées,
des eaux courantes et des eaux thermales, on en trouve également sur les rochers humides et sur
la terre. Exceptionnellement, elles peuvent étre endophytes de tissus animaux ou végétaux. L air,
la lumiére et des sels dissous sont, en plus de 1’eau, nécessaires a leur développement(lltis,

2001).

Groupées avec les champignons dans la division des Thallophytes, « les algues constituent
en réalité un vaste ensemble hétérogene d’embranchements tres distincts les uns des autres et
n’ayant entre eux que peu de caractéres communs ». La distinction entre ces différents
embranchements d’algues est faite selon des caractéres d’ordre cytologique et biochimique ainsi
que des différences de structure et du mode de reproduction. En dehors de nombreuses formes
unicellulaires, on trouve des algues pluricellulaires formant des thalles sans feuilles, ni tiges, ni

racines, ni vaisseaux conducteurs (lltis, 2001).

Les algues sont le premier maillon de la chaine alimentaire. Elles sont des pompes a
absorber le CO; et fournir de 1’0, par photosynthese. Elles constituent un lieu de vie pour de
nombreux animaux sous-marins (invertébrés et vertébrés)(Splingart, 2013). Elles sont de
quelques millimétres a plus de cinquante metres de longueur. Leurs 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 (Splingart, 2013).

Ce sont les pigments, chlorophylliens ou non, présents dans leurs tissus qui permettent de

classer les algues en groupes;

Les Chlorophytes ou algues vertes (chlorophycées): avec plus de 6500 especes, elles
présentent une grande diversité de forme, depuis le type unicellulaire jusqu'au type en colonie ou
filaments. Certaines especes ont un crampon qui leur permet de se fixer.Elles sont le plus
souvent presentes dans des aquariums ou I'éclairage est excessif. Cependant, leur présence peut
aussi étre le signe d'un déséquilibre biologique a cause d'une montée de nitrates (NO3). Ceux-ci
se forment apres décomposition de la matiére organique par les bactéries. Elles contiennent des

chlorophylles A et B et d’autres pigments. Elles sont présentes dans les eaux douces et les eaux
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salées. Si certaines atteignent un meétre de long, d’autres sont microscopiques (figue

04)(Cavalla, 2000).

Figure 04: Algue verte (Splingart, 2013)

Algues bleues (cyanophycées): Ce ne sont pas des algues, mais des bactéries (elles ne
possedent pas de veritable noyau). On en déenombre environ 15000 especes mais leur durée de
vie n’est que de quelques semaines (Géraldineet al., 2009). Au fait, leur nom vient d’un
pigment bleu qu’elles possédent. Lorsque les conditions leur sont favorables (eau riche en
minéraux, surtout le phosphore) elles se développent massivement. Malgré leur taille
microscopique, elles forment alors de véritables colonies qui colorent I’eau. Suivant I’espece, la

couleur peut étre verte ou rouge (Cavalla, 2000).

Certaines algues bleues produisent des toxines qui peuvent provoquer plusieurs types de
maux au niveau de la peau, des voies respiratoires et digestives. Il faut donc éviter tout contact

avec cette eau (figure 05) (Cavalla, 2000).

Figure 05: Algue bleu (Géraldine et al., 2009)

Algues rouges (rhodophycées): sont des algues annuelles de 3500 espéces, dont les plus
consommées sont les algues dulse, nori ou carraghénanes (Géraldine et al., 2009). Elles se

développent souvent le long des tiges et des feuilles des plantes. Elles ne contiennent que de la
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chlorophylle et d’autres pigments. Elles sont principalement marines et pour la plupart

pluricellulaires (figure 06) (Cavalla, 2000).

Figure 06: Algue rouge (Splingart, 2013)

Algues brunes (phéophycées): sont des algues annuelles dont on dénombre 1500 espéces.
Ce sont des algues qui peuvent atteindre 50 metres de long et dont les plus connues sont les
algues wakamé, kombu, arame ou spaghetti de mer (Géraldine et al., 2009). Ces algues ont une
couleur brune due a un pigment. Elles contiennent des chlorophylles A, B et autres pigments.
La plupart sont marines et elles atteignent parfois des tailles impressionnantes (plusieurs metres)
(figure 07) (Cavalla, 2000).

Figure 07: Algue brune (Bengueda-Rahal, 2011)

Les algues se composent généralement de protéines, d’une faible quantité de lipides
comparée au fort pourcentage de glucides, qui sont essentiellement sous forme de
polysaccharides tels que les alginates, les carraghénanes et les ulvanes. Les algues contiennent de

fortes teneurs en minéraux: Potassium, Chlore, Sodium, Calcium, Magnésium, Soufre,
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Phosphore, lode, Fer, Cuivre, Manganese et de nombreux autres oligo-éléments. Elles
contiennent aussi des vitamines (A, Bi, By, Bg, B12, C, D3, E, K); ainsi que des phytohormones et

des pigments (Hervé-Balusson, 2012).

Les algues sont consommées depuis au moins le XVII é siécle, et surtout dans certains
pays d’Asie comme le Japon. Mais avec 1’arrivée de I’industrialisation, certaines algues
(carragheen et laminaires) sont aujourd’hui trés exploitées pour en extraire des substances
qu’elles seules renferment. Ces substances possédent un pouvoir gélifiant, épaississant ou
stabilisateur. Elles sont énormément utilisées par I’industrie agroalimentaire et elles rentrent dans
la composition des glaces, confitures, yaourts, bonbons, gateaux, nourritures pour bébés et
animaux. Mais leurs multiples propriétés les voient utilisées aussi bien dans d’autres domaines et
pour d’autres objectifs: couches des bébés, appareils dentaires, vernis, colles, dentifrices... Et
chaque année, de nouvelles découvertes apparaissent pour de nouveaux usages. D’autres algues
sont aussi utilisées en médecine, cosmétique, thalassothérapie et bien slr en agriculture. Les
goémons (en fait les fucus et I’ascophylle) sont depuis toujours utilisés comme engrais sur les
cotes bretonnes. Le maérl, une algue rouge calcifiée, était également utilisé pour I’amendement
des sols (pour réduire I’acidité des terres agricoles). Pour protéger la ressource en forte
régression, sa récolte est aujourd’hui interdite. Autrefois, on récoltait le fucus vésiculeux dont on

extrayait la soude; celle-ci était utilisée pour la fabrication du verre (Cavalla, 2000).
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Ulva linza est une espece dalgues vertes de la famille des Ulvaceae (précédemment
Enteromorpha linza). Selon certains auteurs, le genre Enteromorpha est non valide et a été
intégré au genre Ulva. Le terme « enteromorpha» signifie en grec ancien : « en forme d'intestin »
(Julien, 2007). La taxonomie de cette espéce est comme sulit ;

S. Regne: Thallophytes

Phylum: Chlorophytes

Classe : Chlorophycées

S. classe: Ulothricophycées
Ordre : Ulothricales

Famille: Ulothricacées (ulvacées)

Genre espece: Ulva linza. L

Reclassés parmi les Ulves, les entéromorphes sont des algues annuelles tres communes qui
se développent généralement en quantité tres importantes, sur les rochers, et dans les cuvettes au
niveau des étages médio- et infra -littoral. Leurs frondes de couleur vert pale a vert foncé
peuvent atteindre de 25 a 30 cm ou plus selon les especes. Elles sont formées par un tube aplati
plus ou moins ramifié alternant des segments gonflés et des étranglements. Elles sont fixees au

substrat par un simili stipe étroit (figure 08)(Julien, 2007).

Figure 08: Ulva linza(Benguedda-Rahal, 2011).
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Ce sont des algues a structure palissadique, ayant la forme d’un tube dont le diamétre est
assez constant chez un méme individu, mais variable selon les especes. Ce tube peut parfois étre
aplati, ou ramifié alternant des segments gonflés et des étranglements. La paroi du tube est
formée d’une couche unique de cellules. Chaque cellule végétative posséde un seul noyau et un

seul chloroplaste (Julien, 2007).

Les enteromorphes supportent trés bien un ensoleillement important, ce qui peut entrainer
une dessiccation temporaire lorsqu’elles sont présentes dans des zones découvertes par la marée.
Espéces cosmopolites, supportant assez bien une faible salinité, elles sont communes dans les

baies saumatres (Benguedda-Rahal, 2011).

Les enteromorphes jouent un réle primordial dans le milieu, car elles constituent le premier
maillon de la chaine alimentaire qui conditionne I'équilibre biologique (Gayral, 1975). D'aprés
Goyer, (1998) I'enteromorphe est une algue annuelle que I'on rencontre toute I'année avec un
maximum au printemps, et présente une caractéristique remarquable qui est sa résistance au
dessechement. Enfin, les enteromorphes se trouvent dans toutes les latitudes et dans toutes les
mers du globe, elles sont particulierement tolérantes, s'adaptent a une grande variété de
conditions écologiques (Augier in BELHADJ, 2008). L'enteromorphe présente une utilisation
potentielle en médecine en raison de la présence des vitamines A, Bj, B, et des substances
antimicrobiennes (Benguedda-Rahal, 2011).Le tableau 02 résume la composition biochimique

d’Ulva linza.

Tableau02: composition chimique et biochimique d’Ulva linza (Biotecmar, 2011):

A (Ul) Bl (ppm) B2 (ppm) Niacine (ppm) = C (ppm)

vitamines
13000 6.0 20.5 65 432
Glucides (%) 649
Lipides(%) 0.3
Protéines (%) 195
Ca P

0, 0, 0,
Oligo-éléments | (PS%) (P%) Fe (ppm) Na (%) K (%) Cendres (PS%)
0.91 0.80 350 0.57 3.50 15.2
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Ulva linza a été récemment étudiée; les études de Ganesan et al., (2011) et celle
deNarasimhan et al., (2013) ont montré que I’extrait aqueux, acétate d’éthyle, acétone,
méthanol et propanol de cette algue présente un effet antioxydant avec toutefois différents
niveaux d’intensité. Chaque solvant extrait différentes familles de molécules. Ensuite, I’étude de
Farid et al., (2009) a montré que 1’extrait dichlorométhane-méthanol d’Ulva linza présente une

activité antibactérienne avec un diamétre d’inhibition supérieur a 10 mm.

Au laboratoire, antibiotiques, antifongiques: physico-chimie, Synthése et Activité
Biologique(LAPSAB), I’objectif principal de notre étude est basé sur 1’évaluation in vitro de

I’activité antioxydante d’Ulva linza.
Pour ce faire, nous envisageons de réaliser la partie expérimentale comme suit;
» Une préparation des extraits organiques a partir de I’algue verte Ulva linza;

» Une analyse phytochimique des extraits préparés: extrait méthanol, n-butanol, eau-

méthanol et acétate d’éthyle;

> Dosage de polyphénols et de flavonoides totaux;
» Une étude de I’activité antioxydante des extraits de cette plante par la méthode de
piégeage du radical libre DPPHe.
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1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude est une algue verte: Ulva linza, récoltée en
mois de Novembre 2014 sur les rochers de la cote de la région de Ghazaouet, wilaya de
Tlemcen. Au laboratoire, le matériel végétal est lavé puis séché a I’abri de la lumiére pendant
quelques mois. Apres séchage, 1’algue verte est conservée au laboratoire jusqu’au jour de

I’extraction (Figure 09).

Figure 09: Les thalles d’Ulva linza

(Photo prise au laboratoire)
2. Préparation des extraits a partir d’Ulva linza

Ulva linza a servi a la préparation de différents extraits organiques par différentes méthodes
d’extraction, la figure 10 résume le protocole d’extraction.

2.1 Extrait méthanolique EM1 et butanolique n-B1
La préparation de ces extraits a été réalisée comme suit :

» 109 du matériel végétal est mise en macération (température ambiante) dans 350 ml de
méthanol pendant 3 jours. Dont I’extraction a été réalisée trois fois, les solvants
récupérés sont mélangés en une seule solution.

> Filtration de la solution obtenue,

» Evaporation a sec du filtrat,

Apreés évaporation a sec du filtrat ; nous avons procédé a le solubiliser dans I’hexane et 1’eau

chaude pour effectuer une extraction liquide-liquide par I’hexane (V/V).

La phase hexanique récupérée est extraite par le méthanol (\V/V), dont I’évaporation a sec de

la phase organique permet de récupérer I’extrait méthanolique 1 (EM1).
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La phase aqueuse récupérée est extraite par len-butanol (V/V). L’évaporation a sec de la
phase organique a permis de récupérer dans le ballon d’évaporation I’extrait butanolique (n-
B1).

2.2 Extrait méthanolique EM2

Un autre extrait méthanolique a été préparé par macération a température ambiante dont nous
avons prolongé le temps d’extraction. La préparation de cet extrait a été réalisée comme suit :
» 10g du matériel végétal est mise en macération dans 350 ml de méthanol pendant 2
semaines;
» Filtration de la solution obtenue,
» Evaporation a sec du filtrat,

» Récupération de I’extrait méthanolique (EM2).

2.3 Extrait acétate d’éthyle (EAC) et n-butanol 2 (n-B1)

La préparation de ces extraits a été réalisée comme suit :
» 10g d’algue est mise en macération dans 350 ml du mélange chloroforme- méthanol
(V-2V) pendant 24 heures;
> Filtration de la solution obtenue,
» concentration du filtrat,
La solution récupérée est utilisé pour une extraction liquide-liquide par ;
» L’eau distillée (V/V) pour séparer le chloroforme du méthanol ;
Aprés récupération séparément des deux phases organiques ; on procede a une évaporation a
sec de la phase chloroformique, et une concentration de la phase méthanol-eau. La phase
aqueuse réecupérée est utilisée pour une extraction liquide-liquide par;
» Acétate d’éthyle (V/2V), I’évaporation de la phase organique génére 1’extrait acétate
d’éthyle (EAC).
» n-butanol (V/2V) dont I’évaporation a sec de la phase organique libére I’extrait

butanolique (n-B2) récupéré dans le ballon d’évaporation.
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2.4 Extrait eau-méthanol

Un troisiéme extrait méthanolique a été préparé a partir de cette algue, dont I’extrait a été

préparé par décoction selon le protocol suivant:

> 10g du matériel végétal est mise en décoction sous reflux dans 200 ml du mélange
eau-méthanol (V-2V) pendant 1 heure a ébullition;

> Filtration de la solution obtenue,

» Evaporation a sec du filtrat,

» Récupération de I’extrait eau-méthanol (EEM).
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Figure 10: Schéma explicatif de la préparation de différents extraits organiques a partir d’algue verte,

Ulva linza.
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3. Tests phytochimiques
Dans le but de vérifier quelques composes chimiques dans les extraits préparés, une analyse
phytochimique a été realisée en utilisant des réactifs spécifiques (Karumi et al., 2004;
Benariba et al.,2013).

% Tanins
2ml d’extrait plus 2 a 3 gouttes de FeCls (1%), sont incubés pendant 15 min a 50°C, leur
présence est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noir.

% Flavonoides
Iml d’extrait est mélangé a 1 ml d’acide chlorhydrique concentré plus quelques copeaux de
Magnésium. L’apparition d’une coloration rouge, orange ou rose indique la présence des
flavonoides.

% Quinones libres
5ml d’extrait plus quelques gouttes de NaOH (1%) développent une couleur qui vire au jaune,
rouge ou violet, révéle la présence des quinones libres.

% Coumarines
5 ml de I’extrait est évaporé a sec. Le résidu est dissout dans 1’eau chaude (2 ml), ensuite le
mélange est partagé dans deux parties égales. La premiere représente un témoin ; la deuxiéme
est traitée avec 0,5 ml NH,OH a 10 %. Une goutte de chaque tube est prélevée puis déeposé
sur un papier filtre et I’observation sous U.V. (366 nm) d’une fluorescence intense révele la
présence de coumarines.

% Anthraquinones
Ajoutez 5 ml de NH,OH (10%) a 10 ml d’extrait aprés agitation, leur présence est indiquée
par une coloration violette.

% Alcaloides
5 ml d’acide chlorhydrique a 1% plus 1 ml de chaque extrait, le mélange est chauffé¢ au bain
marie puis on divise chaque extrait en deux volumes égaux. Un volume est traité par 5 gouttes
de réactif de Mayer, I’autre par 5 gouttes de réactif de Wagner. La formation d’un précipité

blanc ou brun révéle la présence des alcaloides.
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s Terpénoides

Deux méthodes ont eté utilisées pour detecter la présence des terpénoides:

v' Test de Libermann-Burchard: A 5 ml d’extrait on ajoute 2 gouttes d’anhydre
acétique et 1goutte d’acide sulfurique. L’apparition d’une couleur mauve ou violette indique un
test positif.
v 5 ml d’extrait est ajouté a 2 ml de Chloroforme et 3ml d’acide sulfurique concentré. La
formation de deux phases et une couleur marron a l’interphase indique la présence de
terpénoides.
% Saponosides: Test de mousse
Dans un tube a essai, 10 ml de I’extrait aqueux est agité énergétiquement pendant 15 secondes
puis laissé au repos pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante supérieur a 1 cm
indique la présence de saponosides.

+«» Composes reducteurs
On ajoute 1 ml de I’extrait & 2 ml de solution Fehling, puis les tubes sont incubés au bain
marie pendant 20 minutes. Un test positif est indiqué par 1’apparition d’une couleur rouge
brique.

4. Dosage de polyphénols et flavonoides totaux

4.1 Préparation des extraits
Pour avoir des résultats détectables (mesurables) par la courbe étalon, les extrait sont été

préparés a différentes concentrations.

> Les extraits: méthanol 2 (EM2) et n-butanol 1(n-B1) sont solubilisés dans 1’eau
distillée & une concentration de 40 mg/ml.

» L’extrait méthanol 1(EMI1) est dissout dans du méthanol a une concentration de 27,7
mg/ml.

> Les extraits: n-butanol 2 (n-B2) et méthanol-eau (EEM) sont solubilisés dans 1’eau
distillée a une concentration de 20 mg/ml.

» L’extrait acétate d’éthyle (EAC) est dissout dans du méthanol a une concentration de

50 mg/ml.
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4.2 Dosage de polyphenols totaux

Principe : Ce dosage repose sur la méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMO1,040). L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. L’intensit¢ de la couleur est
proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés dont I’absorbance est comprise entre

725 et 760 nm.
Mode opératoire résumé dans le tableau 03 (Benariba et al. 2013).

» 0,Iml d’échantillon de chaque extrait sont mélangés avec 2ml d’une solution de
carbonate de sodiuma 2% ;

» Agitation des tubes ;

> 1% incubation pendant 5 minutes & température ambiante ;

» Ajouter 100 pl du réactif Folin Ciocalteu a 0,2 N ;

» 2™ incubation pendant 30 minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiére;

» Mesure de I’absorbance (DO) a 700 nm contre le tube blanc (tableau 03).
Une gamme étalon a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant 1’acide
gallique a différentes concentrations finales (2,27 / 4,54 /9,1 / 13,63 / 18,18 / 22,72 | 27,27/
31,81/36,36/ 40,90/ 45,45 pg/ml).
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Tableau 03 : Dosage de polyphénols totaux dans les extraits d 'Ulva linza.

Concentration de
P’acide gallique 50 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000
(ng/ml)
Volume del"acide | 1 | o1 | 99 | 01 | 01| 01|01 010101 01
gallique (ml)
Méthanol
2 (EM2) 01
Meéthanol
1 (EM1) 01
= Eau-
é méthanol 0.1
2 (EEM)
© Acétate
% d’éthyle 0,1
§ (EAC)
n-butanol
1(n-B1) 0,1
n-butanol
2 (n-B2) 01
Blanc
Na,CO3z (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
1%¢ Incubation pendant 5 min a température ambiante
(FHOI')'” Clocalteu | 10 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 200 | 100 | 00 | 100 | 100 | 100 | 200 | 100 | 100

2™ Incubation pendant 30 min a température ambiante et a I’obscurité

Mesure de DO a 700 nm

Les résultats obtenu exprimés en pg Eq acide gallique/ mg d’extrait sont calculés selon la

formule suivante :

| [Folyphénols]=a £/ C

% a : concentration des polyphénols (ug/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.

% f : facteur de dilution (x22).

% C : concentration de 1’extrait.
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4.3 Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides sont quantifiés par une méthode colorimétrique au trichlorure d'aluminium
(AICI5) et la soude (NaOH). Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les
flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a 510

nm.

Mode opératoire résumé dans le tableau 04 (Benariba et al. 2013).
» 500 pl de chaque extrait (ou de catéchine) est mélangé avec 2 ml d’eau distillée ;

Ajoutez 150 pl d’une solution de nitrite de sodium (NaNO3) a 15 %.
1% incubation pendant 6 minutes a température ambiante ;

Ajouter 150 pl de chlorure d’aluminium (AIClz, 6H,0) a 10 % ;
2°™ incubation pendant 6 minutes a température ambiante ;
Ajoutez 2 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4 % ;

Le volume total est complété a 5 ml avec de I’eau distillée ;

Agitez et incuber pendant 15 minutes ;

vV V. V V VYV VYV V V

Mesure de 1’absorbance a 510 nm contre le blanc;

Une gamme étalon a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine a différentes concentrations finales (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100pg/ml).
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Tableau 04: Dosage de flavonoides totauxdans les extrais d 'Ulva linza

Concentration
de catéchine

(ng/ml)

50

100 | 200

300

400

500

600

700

800

900

1000

Volume de la
catéchine (ml)

05

05 | 05

0,5

0,5

0,5

05

05

05

05

0,5

Méthanol
2(EM2)

0,5

Méthanol
1 (EM1)

05

Eau-
méthanol
(EEM)

0,5

Acétate
d’éthyle
(EAC)

0,5

Les extraits (ml)

n_
butanol
1(n-B1)

0,5

n_
butanol
2 (n-B2)

0,5

Blanc avec
Eau-distillé

0,5

Eau-distillé

2

2

2

2

2

2

2

2

NaNO, (ml)

0,15

0,15 | 0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

1°" Incubati

on pendant 6

min a

température

ambian

te

AICI; (ml)

0,15

0,5 | 0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

eme
2

Incubation pendant 6 min d’incubation a

température ambiante

NaOH (ml)

2 2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

Compléter le volume a 5 ml et 3°™ incubation pendant 15 min a température ambiante

Mesure de I’absorbance a 510 nm

Les résultats obtenu exprimés en pg Eq de catéchine/ mg d’extrait sont calculé selon la

formule suivante :

[Flavonoides]=a .f/ C

% a : concentration des flavonoides (pg/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.

# f: facteur de dilution (x10).

# ¢ : concentration de 1’extrait.
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5. Le pouvoir antioxydant des extraits d’Ulva linza
5.1 Principe de la méthode DPPH

Le DPPH (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable qui absorbe a 517nm. En
présence de composes anti-radicalaires, le DPPH de couleur violette se réduit en 2,2
Diphenyl-1-picryl hydrazine de couleur jaune (figure 11)(Maataoui et al., 2006).

L’absorbance mesurée a 517 nm serve a calculer le pourcentage d’inhibition du radical

DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de I’échantillon (Parejo et al, 2002).

o, /) e
9, e

oﬁNw s ON{ )N
NO; N0, \_J

DPPH DPPH-H

Figure 11: Forme libre et réduite du DPPH.
5.2 Mode opératoire (tableau 05)
L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par Benariba et al.
(2013).
> Préparation du DPPH a la concentration de 0,025 mg /ml dans du méthanol,
» Préparation des extraits dans I’eau distillée a différentes concentrations (2, 4, 8, 10,
12,15, 20, 30,40 mg/ml);
» A 1950 pl de la solution du DPPH on ajoute 50 pl pour chaque extrait a différentes
concentrations;
> Préparation du tube blanc pour chaque concentration : 1950 ul du méthanol et 50 ul
de chaque extrait correspondant;
» Préparation du tube control négatif : 50ul du méthanol avec 1950 pl de la solution du
DPPH,

» Le tube blanc renferme 2 ml du méthanol,
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» Incubation 30 min a température ambiante et a I’obscurité,

» Mesure de ’absorbance a 517 nm.

L’acide ascorbique utilis¢ comme controle positif est testé selon le méme mode opératoire a

différentes concentrations. Les tests sont réalisés en triplicata.

Tableau 05: Mode opératoire pour mesurer 1’activité antiradicalaire des extraits

d’Ulva linza par la méthode du DPPH.

Concentration de

I’acide ascorbique 025 | 0,5 1 15 2 25 3 35 4
(mg/ml)
Volume de acide | 4 5 | 05 | 005 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05
ascorbique (ml)
Méthanol
o | 2(EM2) 0.0
SR Eau-
8 g _ | méthanol 0,05
5| e
2 = Meéthanol 0,05
S5So [1Emy
"“g&; Acétate
o5 | déthyle 0,05
€49 | a0
508 butanol
o T© n-
£3° | 1081 0,05
2 i
=) n-butanol 0.05
S | 20n-B2) ’
Control négatif
MeOH (ml) 0.05
Vo'umzﬁsDPPH 195 [ 195 [ 195 [ 195 | 195 [ 195 | 195 | 1,95 [ 195 | 1,95 | 195 | 195 | 195 | 195 | 1,95 | 1,95

Incubation pendant 30 min a température ambiante et a I’obscurité

Mesure de I’absorbance a 517 nm
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5.3 Expression des résultats
5.3.1 Pourcentage de réduction du DPPH

Les resultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de trois mesures obtenues pour
chaque extrait, dont le pourcentage de réduction du DPPH est calculé selon la formule

suivante:

(Do contr) — (Do éch)

*100
(Do contr)

DPPH (%) : Pourcentage de réduction du DPPH.
DO contr: Densité optique du tube contrdle négatif.
DO éch : Densité optique de 1’échantillon.

5.3.2 Détermination 1C50

La valeur 1C50 est la concentration qui assure la réduction de 50% du DPPH, déterminée
graphiquement pour chaque extrait a partir de la courbe du pourcentage de réduction en

fonction de la concentration (Samarth et al., 2008).
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1. Les rendements des extraits d’Ulva linza

Aprés extraction et récupération des extraits, leur rendement a été déterminé par rapport a

100 g de matiére végétale seche exprimé en pourcentage.

Les résultats obtenus (tableau 06) montrent que le rendement le plus élevé est celui de
I’extrait méthanolique 2 (21,14%), suivi par 1’extrait eau-méthanol (19,64 %) et celui de I’extrait
n-butanol 1 (19%). Cependant le rendement d’extrait acétate d’éthyle est le plus faible (1%). La
majorité des extraits récupérés sous forme d’une pate hygroscopique, sont solubles dans I’cau a
I’exception de I’extrait acétate d’éthyle et méthanol 1 (EM1) qui sont totalement solubles dans le

méthanol.

Tableau 06: Rendements et caractéristiques des extraits d 'Ulva linza.

Caracteristiques M(Zs)se Aspect Couleur Renocl)zment solubilité
Extrait méthanol Pate . Eau-
2 (EM 2) 4,29 hygroscopique Vert foncé 21,14 distillée
Extrait méthanol Pate . ,
1 (EM1) 0,28 hygroscopique Vert foncé 2,27 méthanol
Extrait
) Pate . Eau-
eau-méthanol 1,96 . Vert foncé 19,64 e
(EEM) hygroscopique distillée
Extrait acétate Pate . .
d*éthyle (EAC) 0,10 Hygroscopigue Vert clair 1 méthanol
Extrait n-butanol Pate Marron Eau-
1(n-B1) 190 Hygroscopique clair 19 distillée
. Eau-
Extrait n-butanol Pate . -
2 (n-B 2) 0,11 Hygroscopigue Vert clair 1,07 distillée

45



Résultats et interprétation

2. Tests phytochimiques

Les résultats du screening phytochimique réalisé dans les différents extraits d’Ulva linza

sont représentés dans le tableau 07

Tableau 07: Screening phytochimique des extraits d’Ulva linza.

Extrait Extrait E)é;?'t Eé(étt;atl(: Extrait n- Extrait n-
méthanol 2 | méthanol 1 méthanol d’éthvle butanol 1 butanol 2
(EM2) (EM1) (EEM) (E A(y:) (n-B1) (n-B2)
Flavonoides - - - - - -
Tanins - - - - - -
Quinones libres - - - - - -
Mayer - - - - - -
Alcaloides Wagner + - + - - -
i Test de
Saponosides - - + - - -
P mousse
Libermann + - - - - -
Terpenoides
Chloroforme - - - - - -
Coumarines - - - - - -
Anthraquinones - - - - - -
Sucres réducteurs ++ ++ - - S -
(+++): Test fortement positif. (++): Test positif.
(+) : Test faiblement positif. () : Test négatif.

Selon les résultats mentionnés dans ce tableau, on remarque 1’absence de flavonoides,

tannins, quinones libres, anthraquinones et coumarines dans I’ensemble des extraits.

Les alcaloides sont présents seulement dans les extraits méthanol 2 et eau-méthanol. De
méme, les saponosides sont présents seulement dans I’extrait eau-méthanol. Le test de mousse
confirme leur présence dans cet extrait. Les sucres réducteurs sont présents dans les extraits

méthanol 2, méthanol 1 et n-butanol 1.
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3. Dosage de polyphénols et flavonoides totaux
Le dosage de polyphénols et de flavonoides totaux a été effectué par la méthode
spectrophotométrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu et le trichlorure d'aluminium

(AICI3), respectivement.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 08. Les courbes étalons de I’acide

gallique et la catéchine sont représentées dans les figures 12, 13 respectivement.

Selon les résultats du dosage de polyphénols, on remarque dans I’ensemble des extraits des
teneurs relativement faibles. Les extraits méthanol 1, eau-méthanol et n-butanol 2 renferment les
taux les plus élevés en polyphénols et flavonoides 22,52; 38,84; 21,79 ug.Eq acide gallique par
mg d’extrait et 16,67; 23,83; 8,56 ng.Eq catéchine/ mg d’extrait. Les extraits n-butanol 1,
méthanol 2 et acétate d’éthyle présentent des taux relativement proches en polyphénols 4,99;
7,36 et 12,38 ng.Eq acide gallique par mg d’extrait ainsi qu’en flavonoides 1,35 ; 5,58 et 1,59
ug.Eq catéchine/ mg d’extrait.

En fonction de ces résultats on constate que les extraits organiques sont moyennement
riches en polyphénols et en flavonoides totaux, ce qui révélent leur faible taux dans la plante

étudiée Ulva linza.

0,7 y =0,0274x

R2=0,993 /4

y=0,0577x
R?=0,9914

0,6 -

o
(%2
1

o
N
1

DO a 700 nm
DO a510 nm

0 T T
100

. 29
Catéchine pg/ml

Figure 12: Courbe étalon de I’acide gallique Figure 13: Courbe étalon de la catéchine.
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Tableau 08 : Taux de polyphénols et de flavonoides totaux dans les extraits

d’Ulva linza.
Polyphénols Flavonoides totaux
(1g.Eq acide gallique/mg (ng.Eq catéchine/ mg
d’extrait) d’extrait)
Meéthanol 1 (EM1) 22,52 16,67
Eau-méthanol (EEM) 38,84 23,83
n-butanol 2 (n-B2) 21,79 8,56
n-butanol 1 (n-B1) 4,99 1,35
Méthanol 2 (EM2) 7,36 5,58
Acétate d’éthyle (EAC) 21,38 1,59

4. Activité antiradicalaire des extraits d’Ulva linza

Les résultats de I’effet antiradicalaire de la vitamine C et des différents extraits d’Ulva
linza sur le DPPH sont représentés dans lestableaux 09 et 10.

Selon les résultats obtenus on note une augmentation de 1’activité antiradicalaire
proportionnelle a 1’augmentation de la concentration des extraits. A faible concentration 0,05
mg/ml, les extraits eau-méthanol et méthanol 1 présentent un faible pourcentage de réduction du
DPPH 6,04% et 1,05%, respectivement. Par contre dans I’extrait n-butanol let 2, acétate

d’éthyle et méthanol 2 I’effet antiradicalaire est non déterminé.

Aux concentrations moyennement élevées, 0,3 et 0,375 mg/ml, les extraits eau-méthanol et
méthanol 1 présentent des pourcentages de réduction du DPPH plus élevés qui varient entre
16,80; 19,46 et de 6,85; 10,09, respectivement.

Par contre, a forte concentration 0,75 et 1 mg/ml les extraits méthanol 2 et n-butanol 1
montrent un pourcentage qui augmente progressivement de 5,16 a 8,08 %. Dans ces
concentrations, 1’extrait eau-m éthanol augmente son effet antiradicalaire a 50%. L’acide
ascorbique (tableau 09) testé a faibles concentrations (0,25; 0,05 ; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5
mg/ml) assure une réduction du DPPH qui atteint 92,63%.
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Tableau 09: Pourcentages de réduction du DPPH par la vitamine C

Concentrations
de la vitamine C | 0,25 | 0,5 1 15 2 25 3 35 4 45

(mg/ml)

% dereduction | 368 | 1963 | 1736 | 2842 | 60,52 | 7473 | 8473 | 91,05 | 94.21 | 92,63
du DPPH

100
80 A

60

o I
i

N N = 1D NN N N < W
N o ~ < ~ <

— o o™
© Vitamine C pug/ml

Figure 14: réduction du DPPH par
I’acide ascorbique

% de réduction de
DPPH

Tableau 10: Pourcentages de réduction du DPPH par les extraits d’Ulva linza

Concentrations (mg/ml)

0,05 0,1 0,2 0,25 0,3 0,375 0,5 0,675 0,75 1

Méthanol

2 (EM2)
018 | -043 | -436 | 373 | -040 | 468 | 141 - 516 | 7,06

Meéthanol
1(EM1) 1,05 1 1,31 3,81 6,85 10,09 11,05 12,92 - -

n-butanol

1(n-B1)
370 | -11,81 | -2:89 | -9,65 | -14,0 | -0,59 | - 10,66 - 692 | 8,08

Eau-

méthanol
(EEM) 6,04 6,52 16,25 16,71 16,8 19,46 21,96 - 39,78 | 50,67

n-butanol
2 (n-B2)

Acétate
d’éthyle
(EAC) - - - - - - -

- - Non déterminée
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Les concentrations des extraits et de I’acide ascorbique qui inhibent 50% du DPPH (ICsp)

déterminées graphiquement (figures 14, 15, 16, 17, 18) sont mentionnées dans le tableau 11.

D’apres les résultats obtenus on ne peut déterminer graphiquement 1’ICsg que pour I’extrait

eau-méthanol, elle est de 0,9 mg/ml. L’acide ascorbique présente une faible ICsp, 1,85 pg/ml.

A la lumiére de ces résultats on constate que seul 1’extrait eau-méthanol a forte dose

(Img/ml)présente un effet antiradicalaire sur le DPPH.

Tableau 11: ICsy d’extrait eau-méthanol d’Ulva linza et de la vitamine C

Vitamine C Eau- Méthanol 1 Méthanol 2 n-butanol 1 | n-butanol 2 Acétate
méthanol (EM1) (EM2) (n-B1) (n-B2) d’éthyle (EAC)
(EEM)
1Csx 0,00185 0,9 - - - - _
(mg/ml)

- 1 non déterminée
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Discussion

L’objectif de cette étude est porté sur 1’é¢tude phytochimique de différents extraits d’Ulva
linza : extrait méthanolique, eau-méthanol, butanolique et acétate d’éthyle, ainsi que 1’évaluation

de Pactivité antiradicalaire de ces extraits sur le radical libre DPPH.

Au cours de notre étude, les résultats obtenus montrent que le rendement des extractions
par des solvants polaires, notamment le méthanol, est plus important par rapport aux solvants
moins polaires, acétate d’éthyle et n-butanol. Selon Michel et al. (2012),le rendement des
extractions par des solvants de polarité croissantedépendent de la nature du solvant utilisé et des
propriétés chimiques des molécules a extraire. De méme, la méthode d’extraction (macération,
décoction, infusion) joue également un réle important dans la détermination du rendement ainsi

que la composition chimique des extraits préparés.

Les extraits préparés a partir des thalles d’Ulva linza ont fait I’objet de quelques tests
phytochimiques classiques, dans le but de vérifier la présence ou 1’absence de certains composés
chimiques. Les résultats obtenus ont révélé la présence des sucres réducteurs dans les extraits
méthanol 1, méthanol 2 et n-butanol 1; ainsi que des alcaloides dans les extraits méthanol 2 et
eau-méthanol. Aucun travail antérieur n’a été publié sur I’étude phytochimique de I’algue verte
Ulva linza. En revanche, cette algue est riche en protéines 19,5% et en sucres 64,9%, qui sont
essentiellement sous forme de polysaccharides tels que les alginates, les carraghénanes et les
ulvanes. Les algues contiennent de fortes teneurs en minéraux: Potassium, Chlore, Sodium,
Calcium, Magnésium, Soufre, Phosphore, lode, Fer, Cuivre, Manganése et de nombreux autres
oligo-élements. Elles contiennent aussi des vitamines (A, B1, B2, Bg, Bi2, C, D3, E, K); ainsi que

des phytohormones et des pigments (Hervé-Balusson, 2012).

Parallélement aux tests phytochimiques nous avons procedé a une détermination du taux de

polyphénols et de flavonoides totaux dans les extraits préparés.

Le dosage de polyphénols a été réalisé en utilisant le réactif folin —Ciocalteu. Malgré la
sensibilité et la simplicité de cette méthode qui est largement utilisée, elle n’est pas spécifique
des polyphénols. En effet, le réactif peut réagir avec des protéines, des sucres, 1’acide ascorbique
et des composes soufrés, ce qui peut influencer sur les résultats obtenus (Singleton et Rossi,
1965). En ce qui concerne notre étude, les résultats obtenus montrent que 1’extrait eau-méthanol
est le plus riche en composés polyphénoliques et en flavonoides avec un taux de 38,84 ug.Eq
acide gallique par mg d’extrait et 23,83 ug.Eq catéchine/ mg d’extrait, suivi par I’extrait EM1
22,52 pgEq acide gallique par mg d’extrait et 16,67 pg.Eq catéchine/ mg d’extrait. Le taux de
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polyphénols et de flavonoides dans I’extrait n-butanol 2 (n-B2) est de 21,79 pg.Eq acide gallique
par mg d’extrait avec 8,56 pg.Eq catéchine/ mg d’extrait. Alors que les extraits n-butanol 1(n-
B1), méthanol 2 (EM2) et acétate d’éthyle (EAC) renferment 4,99 ; 7,36 ; 12,38 pg.Eq acide
gallique par mg d’extrait et 1,35 ; 5,58 ; 1,59 ng.Eq catéchine/ mg d’extrait, respectivement. Ces
résultats montrent des teneurs élevés en polyphénolspar rapport aux valeurs déterminées par
Narasimhan et al, (2013) dans I’extrait méthanolique de cette algue avec un taux de 0,91 ug.Eq
acide gallique par mg d’extrait. Par contre, les travaux realises par Ganesan et al, (2011) ont
montré une teneur plus élevée en polyphénols pour I’extrait méthanol et acétate d’éthyle sont de

I’ordre de 34,5 ; 29,2ug.Eq acide gallique par mg d’extrait, respectivement.

D’aprés ces résultats, on constate que les extraits méthanoliques sont les plus riches en
composés phénoliques. De ce fait, le méthanol reste le meilleur solvant pour extraire ces
composés, cette affinité a eté appuyée par plusieurs travaux (Abdille et al. 2005; Turkmen et
al., 2006; Norhaizan et al., 2010; Stankovic et al., 2010). Cela est di a la capacité du méthanol
a inhiber l'action du polyphénol oxydase qui provoque I'oxydation des polyphénols dans les

tissus vegetaux (Yao et al. 2004).

Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de labibliographie car I’utilisation de
différentes méthodes d’extraction, réduisent les possibilités de  comparaison entre les
études(Trabelsi et al., 2010). Des études récentes ont montré que les teneurs en composés
phénoliques, changent de fagcon considérables d’une espéce a une autre et a I’intérieur de la
méme espéce, a cause des facteurs extrinséques (température, climat...), génétiques (la variété et
I’origine d’espéces), physiologiques (le degré de maturation de la plante, les organes utilisés) et
de la durée de stockage(Maisuthisakul et al., 2007;Ebrahimzadeh et al., 2008;Ksouri et al.,
2008; Ksouri et al., 2009). Dans notre étude, on peut également associer le facteur de
température d’extraction, car une macération dans le méthanol, et une décoction dans le mélange
eau-méthanol, donnent des extraits différents sur leur teneurs en polyphénols et flavonoides ainsi

que leur activité antioxydante.

L’évaluation de ’activité antioxydante des différents extraits réalisée par la méthode de
piégeage du radical libre DPPHest une procédure commune, dans laquelle I’activité antioxydante
de I’échantillon étudié est estimée par le degré de decoloration de la solution du DPPH. Ce
chromogene violet est facile a utiliser avec une grande sensibilité, permet 1’analyse rapide de
I’activité antioxydante d’un grand nombre d’échantillons et donne des résultats reproductibles

(Gulgin et al., 2010).
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Les résultats obtenus pour la mesure de 1’activité antioxydante montrent que la
concentration 0,75 mg/ml des extraits: Méthanol 2, eau-méthanol, n-butanol 1 assure une
réduction du DPPH de 5,16%, 39,78%, 6,92% respectivement aprés 30 min d’incubation par
rapport & I’acide ascorbique qui peut réduire 84,73% du DPPH a 0,003 mg/ml.

Concernant les valeurs d’ICsy obtenus, on constate que celle de I’extrait eau-méthanol est
de 0,9 mg/ml, cette valeur est nettement faible par rapport a 1’acide ascorbique, IC50 = 0,00185
mg/ml.

Concernant 1’extrait méthanol 1 (EM1) on constate que la concentration de 0,675 mg/ml
assure une réduction du DPPH de 12,92%, aprés 30 min d’incubation ce résultat est comparé au
résultat obtenu par Narasimhan et al. (2013) qui ont montré que I’extrait méthanol peut réduire
19% a la concentration de 0,03 mg/ml. Tandis que Ganesan et al. (2011)ont montré que I’extrait
méthanol assure une réduction de50% a la concentration de 3,66 mg/ml.Cette différence au
niveau des resultats peut étre liée aux conditions climatiques, des endroits ou elle pousse cette
algue, qui stimulent la biosynthése des métabolites secondaires comme les polyphénols ainsi que

les conditions expérimentales (méthodes d’extraction, solvants utilisés).

Selon la bibliographie les métabolites secondaires en particulier les polyphénols sont
connus par leur effet antioxydant en neutralisant les radicaux libres, d’aprés les résultats des tests
phytochimiques et le dosage de ployphénols et de flavonoides totaux on peut déduire que I’algue
verte, (Ulva linza) a un effet antiradicalaire, qui est fort probable lié a sa richesse en polyphénols
et en flavonoides. Ces composés sont dotés d’activité antioxydante en libérant un atome
d'’hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle ou bien par leurs propriétés chélatrices des

ions métalliques (Pastre et al., 2005).
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Conclusion

Au cours de notre étude, nous avons constaté que 1’extraction des thalles d’Ulva linza dans

le méthanol et a chaud, a permis de récupérer un extrait riche en polyphénols et en flavonoides,

et qui présente un effet antioxydant intéressant, par rapport a 1’extrait méthanolique préparé par

macération.

A la lumic¢re de ces résultats, cette étude préliminaire nécessite d’autres recherches qui

s’intéressent a :

>

L’utilisation d’autres solvants organiques (acétone, éthanol, ...) pour extraire le
maximum de composants chimiques

Approfondir 1’analyse phytochimique et chromatographique pour isoler et identifier
les molécules actives de cette algue

L’évaluation de I’activité antioxydante par d’autres méthodes in vitro: ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) et
ABTSe (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonique).

L’étude in vivo de I’effet de cette algue sur le stress oxydatif en mesurant I’activité
d’enzymes antioxydantes: Catalase, Superoxyde dismutase...,

Etude d’autres activités biologiques; comme antidiabétique ou antimicrobienne.
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