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Résumé

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la valorisation des algues marines mediterranéennes, plus
précisément de I'algue brune Cystoseira amentacea. L'objectif est de mettre en valeur cette
espéce en etudiant sa composition chimique et ses potentielles applications
pharmacologiques. Une méthodologie d'extraction a été mise en place pour extraire les
differents constituants de I'algue. Ensuite, un screening chimique a été réalisé afin d'identifier
les différentes classes chimiques présentes dans I’extrait obtenu et de ses différentes
fractions. Les résultats ont révélé une grande diversité de composés bioactifs tels que les
tanins, les flavonoides, les stérols, les phlorotannins, les diterpénes, les triterpénes et les

alcaloides.

Des méthodes de dosage spectrophotométriques ont été utilisées pour quantifier les
composés phénoliques et les flavonoides totaux présents dans les échantillons. En ce qui
concerne la quantification des composés phénoliques totaux, la fraction acétate d'éthyle a
présenté la plus forte teneur, avec une valeur de (420,26 + 1,8 ug EAG/mg.PS). Pour ce qui
est de la quantification des flavonoides totaux, I'extrait chloroformique a montré le taux le

plus élevé, avec une valeur de (158,75 + 1,76 ug EQ/mg.PS).

En paralléle a I'analyse chimique, des évaluations pharmacologiques approfondies ont été
réalisées afin de déterminer les propriétés biologiques de Cystoseira amentacea, notamment
en ce qui concerne son activité antioxydante, enzymatique et antimicrobienne. Ces études
ont révélé des activités potentielles, démontrant ainsi que cette algue brune étudiée pourrait
constituer une source prometteuse de composés bioactifs présentant des propriétés

pharmacologiques remarquables.

Mots clés : Cystoseira amentacea, algue brune, activité antioxydante, activité enzymatique,

activité antimicrobienne.



Abstract

This study is part of the valorization of Mediterranean marine algae, specifically focusing on
the brown algae Cystoseira amentacea. The objective is to explore its chemical composition
and potential pharmacological applications. An extraction methodology was employed to
extract the various constituents of the algae. Subsequently, a chemical screening was conducted
to identify the different chemical classes present in the obtained extract and its fractions. The
results revealed a diverse range of bioactive compounds including tannins, flavonoids, sterols,

phlorotannins, diterpenes, triterpenes, and alkaloids.

Quantification of total phenolic compounds and flavonoids in the samples was performed using
spectrophotometric assay methods. The ethyl acetate fraction exhibited the highest content of
total phenolic compounds, with a value of (420.26 + 1.8 pg GAE/mg DW). In terms of total
flavonoids, the chloroform extract showed the highest level, with a value of (158.75 = 1.76 g
QE/mg DW).

Concurrently, comprehensive pharmacological evaluations were conducted to determine the
biological properties of Cystoseira amentacea, particularly its antioxidant, enzymatic, and
antimicrobial activities. These studies unveiled potential activities, indicating that this brown
algae under investigation could be a promising source of bioactive compounds with notable

pharmacological properties.

Keywords: Cystoseira amentacea, brown algae, antioxidant activity, enzymatic activity,

antimicrobial activity.
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INTRODUCTION GENERALE

La nature, par son impressionnante richesse, sa biodiversité et sa complexité, est une source
d’inspiration pour les chimistes. Elle offre aux chercheurs une multitude de sujets de
recherche,en particulier pour trouver des molécules aux propriétés biologiques intéressantes
. thérapeutiques, phytosanitaires, etc. [1]. En effet, aujourd’hui, 60 a 70% de tous les
médicaments disponibles sont des molécules naturelles issues de diverses sources terrestres
oumarines. Sur pres de 220 000 substances naturelles répertoriées, seules 10% sont
d’origine marine. Ceci peut s’expliquer par le fait que les organismes marins ont été
beaucoup moins étudiés que leurs analogues terrestres, et ce principalement a cause du
manque de connaissancede ce milieu et des difficultés liées a la récolte des échantillons.
Ainsi, les premiéres recherchessur les produits naturels marins datent seulement de la fin des
années 60 alors que les substancesd’origine terrestre sont étudiées intensivement depuis déja

plus d’un siécle [2].

Les ressources vivantes de I’océan sont immenses et diverses. D’elles dépendent nos avenirs
climatique, alimentaire et pharmaceutique..., a condition de se donner les moyens de les
identifier et de les exploiter. Les algues occupent la majeure partie du milieu Aquatique,
soit 18% du régne végétal. L’avenir des substances naturelles biologiquement intéressantes

passe par la poursuite des études chimiques et pharmacologiques.

Depuis quelques décennies, 1’attention du grand public est de plus en plus fréqguemment
appelée par les médias sur les algues. Cet ensemble de végétaux est trés largement
représenté dans toutes les formations aquatiques de notre planéte [3]. Sur le plan de la
systématique, les algues sont également trés diversifiées, ce qui témoigne de leur trés longue
histoire génétique. Elles se répartissent entre plusieurs lignées évolutives complétement
indépendantes les unes des autres [4]. Ces métabolites se caractérisent souvent par la
présence d’éléments chimiques ou de structures rarement observées, voire inconnues en

milieu terrestre

Ces algues se sont révélées étre une source extrémement riche en métabolites secondaires,
ayantexhibés une myriade d’activités biologiques (activité antioxydant, antimicrobienne,

antifouling,et cytotoxique...etc.) [5].



Cependant, les activités antimicrobiennes et antioxydantes ont été largement étudiées chez
les algues brunes, en particulier chez les algues brunes du genre Cystoseira. Ces recherches

ont suscité un grand nombre d’études dans ce domaine.

Dans ce contexte, notre étude s’est concentrée sur I’analyse chimique et les potentialités
pharmacologiques d’une espéce d’algue marine appartenant au genre Cystoseira. Notre

travail s’est articulé autour de trois principales parties :

> La premiére partie de notre étude est dediée a une synthése bibliographique et a la
description de la famille des Sargassaceae, en mettant 1’accent sur le genre
Cystoseira et les métabolites secondaires présents dans 1’algue Cystoseira
amentacea.

» Ladeuxieme partie de notre étude se concentre sur I’extraction des différents constituants
de I’algue et I’identification des différentes classes chimiques présentes dans I’extrait et
les fractions obtenues, en utilisant une approche de screening phytochimique. Des
méthodes de dosage spectrophotométrique sont utilisées pour quantifier les composés
phénoliques et les flavonoides totaux présents dans les échantillons.

» Enfin, le dernier chapitre de notre étude regroupe les différentes activités biologiques de
’algue Cystoseira amentacea, notamment ses propriétés antioxydantes, antibactériennes

et son potentiel dans le domaine de I’anti-diabéte.



CHAPITRE |

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

.1 GENERALITES SUR LES ALGUES MARINES

I.1.1 Notions générales sur les algues marines

Les algues sont des végétaux qui ne possédent ni tiges, ni feuilles, ni racines. Leurs corps est
un thalle, d’ou leur nom est thallophyte. Les algues sont des organismes aquatiques capables de
produire leur propre matiere organique par photosynthese. Elles ont des formes et des
dimensions tres variables. Certaines sont microscopiques et d’autres mesurent plusieurs metres
de longueur, mais elles ont toutes des caracteres communs. Elles sont essentiellement
aquatiques dans les eaux douces ou marines, et certaines vivent sur la neige ou la glace des
régions polaires et des hautes montagnes. D’autres au contraire supportent dans les eaux des
sources thermales des températures élevées (algues thermophiles) [6].

Les algues marines sont de riches sources de composés structurellement divers tels que les
caroténoides, les fibres alimentaires, les protéines, les acides gras essentiels, les vitamines et les
minéraux avec diverses activités biologiques. Plusieurs recherches ont révélé que les composés
d'origine algale marine présentent diverses activités biologiques impliquées comme
antimicrobien, antivirus, antioxydant, antitumoral et anti-inflammatoire [7]. Les algues ont a
I’origine de multiples utilisations : alimentaire, agronomique, en cosmétiques (antirides),
pharmaceutique, biotechnologique, en thalassothérapie (retour au milieu originel), en médecine
"douce" ou méme en médecine légale. Egalement, elles servent de modeéles originaux pour des

études de physiologie, de génétique, ou de biologie cellulaire [8].

1.1.2 Systématique et taxonomique des algues
En général, les algues regroupent quatre groupes qui sont différenciées par rapport a la couleur,

chaque groupe contient des classes, et chaque classe contient des centaines especes [9].

1.1.2.1 Algues rouges

Les especes d'algues rouges vont de simples organismes unicellulaires a des organismes
complexes, multicellulaires, ressemblant a des plantes. Les algues rouges tirent leur energie de
la photosynthese. On les trouve dans la zone intertidale et infralittorale jusqu'a des profondeurs
allant jusqu'a 40 mous parfois 250 m. Les algues rouges contiennent une variété de pigments,

dont la chlorophylle a, les phycobiliprotéines, la phycoérythrine rouge, la phycocyanine bleue,



le carotene, la lutéine et la zéaxanthine. Le pigment le plus important est la phycoérythrine, qui
fournit la pigmentation rouge de I'algue en réfléchissant la lumiére rouge et en absorbant la

lumiére bleue. Les parois sont constituées de cellulose, d'agar et de carraghénane [10].

Figure 1. a. Asparagopsis armata ; b. Peyssonnelia cf. squamaria

1.1.2.2 Algues brunes

Les algues brunes sont les algues les plus grandes et les plus complexes, y compris les algues
brun doré (Chrsophyta). Ce type d'algues marines est de couleur brune, olive ou brun jaunatre.
Les algues brunes contiennent une dominance des pigments de xanthophylle et de chlorophylle
a et ¢ et un pigment appelé fucoxanthine, qui lui donne sa couleur. La principale réserve

glucidique est la laminarine. Les parois cellulaires sont constituées de cellulose et d'acide

alginique [11].
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Figure 2. a. Cystoseira baccata ; b. Desmarestia ligulata

1.1.2.3 Algues vertes

Les algues vertes ont une coloration allant du vert foncé au vert clair, qui provient de la
présence de chlorophylle a et b, qu'elles contiennent dans les mémes quantités que les plantes
supérieures. Leur coloration globale est determinée par les quantités d'autres pigmentations,

notamment le béta-carotene (qui est jaune) et les xanthophylles (qui sont jaunatres ou



brunatres). Comme les plantes supérieures, elles stockent leur nourriture sous forme d'amidon.
Parmi les trois, les algues rouges sont considérées comme la source la plus importante de

nombreux métabolites biologiquement actifs par rapport aux autres classes d'algues [12] .
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Figure 3. a. Palmophyllum crassum; b. Codium tomentosum

1.1.2.4. Les Cyanobacteéries

Les cyanobactéries ou les algues bleues sont constituées des colonies de taille, de forme et de
couleur trés variable. Comme les algues rouges, elles possedent des pigments surnumeéraires
bleus (Phycocyanines) et rouges (Phycoérythrines) qui masquent la chlorophylle a. En dépit de
leur nom ancien d’algues bleues, elles sont rarement bleues mais plus souvent rouges, vertes
avec des reflets bleutés, violets, bruns, jaunes ou orangés. La plupart d’entre elles ont une

consistance gélatineuse voire gluante en raison des mucilages qu’elles sécrétent [13].

1.1.3 Répartition géographique des algues

Les algues sont liées a 1’eau et peuvent des lors s’installer dans tous les types d’habitat
suffisamment humides et éclairés. On peut les retrouver en eau douce, en mer, sur sol humide
et méme sur la neige. Les algues étant photosynthétiques, elles sont dépendantes De la présence
de la lumicre. Aussi, les algues nécessitent d’étre fixées a un substrat, par Conséquent, la
texture, le degré de cohésion et la nature chimique du substrat ont une Importance sur la

répartition spatiale des especes [14].

1.1.4 Utilisation et importance des algues marines
De nos jours les algues marines sont utilisées principalement dans trois secteurs : celui de
I’agroalimentaire, de 1’industrie des texturants et enfin dans 1’alimentation animale et pour les

industries pharmaceutique et cosmétique.

On trouve actuellement environ 40 médicaments avec les extraits d’algues. Par exemple le

CEVA (Centre d’Etude et de Valorisation des Algues Plenbian) travaille sur les propriétés



antioxydantes des extraits d’algues qui auraient des effets sur la prévention et le développement
de maladies telles que le cancer du colon et I’athérosclérose, aussi que sur d’autres molécules
intéressantes pour le traitement de pathologies cardio-vasculaires [15]. La nature de ces
métabolites secondaires apparait fortement variable selon les algues considérées, et parfois
selon les flores microbiennes associées a ces algues dont il convient également de tenir compte.
Les potentialités des algues peuvent donc s’exprimer au niveau de différentes molécules et

s’adresser & différents champs d’application [16].

1.1.5 Présentation du genre Cystoseira
1.1.5.1 Origines

En méditerranée, les zones rocheuses sont principalement peuplées par des espéces photophiles
comme celles du genre Cystoseira C. Agardh dont la majorité sont endémiques a la
méditerranée. Les espéces du genre Cystoseira sont considérées comme ingénieures car elles
forment des foréts qui structurent I’habitat benthique des étages infralittoral et circalittoral.
Pourtant de nombreuses données manquent a la mise en place d’un plan de conservation
notamment sur la répartition des especes et la génétique des populations. En effet, une seule
étude digénétique des populations, avant ce travail, s’est intéressée a la diversité et a la structure

de C. amentacea var. stricte [17].

L’algue du genre Cystoseira a été défini en 1820 par Agardh dans son ouvrage intitulé Species
algarum. Le nom vient d’un caractére morphologique, I'existence d'un flotteur (Cysto-) disposés
en chaines (-seira) sur les cellules de ces algues, néanmoins la description d'agard ne reposait

que sur du matériel génital et ne décrivait que les principales caractéristiques du navire [18].

1.1.5.2 Systématique

L’¢état systématique du genre Cystoseira s'est peu stabilisé au cours des deux derniers siecles.
Initialement inclus dans un trés grand groupe « les ficoides » [19], puis dans la famille des
Sargassaceae [20,21]. D’apres les visites taxonomiques [22], Le genre qui a été pris pour
intégrer une nouvelle famille qui porte son nom: les Cystoseiraceae. De récents travaux de
biologie moléculaire [23-25] I’ont a nouveau réintégré dans la famille des Sargassaceae , leurs
résultats ont eté confortés par les travaux plus récents de [26-28]. De fait, la famille des

Cystoseiraceae n’a plus d’existence en systématique.



1.1.5.3 Diversité
Les cystoseires se caractérisent par une forte diversité morphologique au niveau interspécifique
et intraspécifique ainsi si différentes espéce offrent un large éventail de formes et aspects, une
variation morphologique est observée :

> Entre individus d’une méme espece.

» Au sein d’un méme individu au cours des saisons.
Complique la tache de reconnaissance sur le plant aussi le premier critere d'identification des
especes a ¢té identifié sur la base d'échantillons Provenant d’une seule localité qui Souvent

inadaptés dans un environnement fondamentalement différent [29].

1.1.5.4 Morphologie

Les principales caractéristiques du genre Cystoseira ont été décrites pour la premiere fois par
[30], qui a détaillé les espéces atlantiques et méditerranéennes de la cote francaise, puis [31]
pour les échantillons de 1’adriatique , en général le thalle d’un cystoseir se présente sous la
forme d’un systéme d’axes de plusieurs ordres (primaire, secondaire, etc. ; Figure 4) avec une
croissance illimitée, peut contenir des ajouts croissance limitée, comparable a la pleurésie. Le
ou les axes principaux proviennent de la plaque de base en forme de céne, qui est le point
d'attache du thalle a son substrat. La présence de kystes aériens (flotteurs) dans la position
interne des axes est typique de la famille. Cependant, selon la phénologie et les conditions

environnementales, certains individus peuvent en manquer.

Les cystoseires sont des espéces pérennes dans le sens ou elles sont présentes dans leur
environnement tout au long de I'année. En revanche, ils perdent et retrouvent leurs axes
secondaires selon le rythme saisonnier. Ce phénomeéne est illustré par une étude écologique des

populations de surveillance des Cystoseira bretonnes.
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Figure 4. Organisation d’un thalle tophuleuse Cystoseira
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1.1.6 Présentation de I’espéce Cystoseira amentacea

1.1.6.1 Description

Cystoseira amentacea se développe au niveau de la frange littorale dans des zones rocheuses
plus ou moins exposées a un fort hydrodynamisme (Ollivier 1929). C'est une espéce de grande
taille, facile a observer et a récolter. Ainsi, dés le début du 19iéme siécle les observations de C.
amentacea sont fréquentes et les auteurs la cite comme abondante sur les roches "d'eaux pures"
(Agardh 1842; Castagne 1845; Montagne 1846; Debeaux 1873; Bornet et Flahault 1883;
Marrion 1883; Bornet 1892) [32].

Régne : Chromobiota
Embranchement : Ochrophyta
Classe : Phaeophyceae

Ordre : Fucales

Famille : Sargassaceae

Genre / Espece : Cystoseira amentacea




Tous ces rameaux sont couverts de nombreux ramules courts spiniformes assimilés a de petites
feuilles [33]. Les rameaux primaires, tres flexibles, suivent le mouvement des vagues. Lorsqu'ils
sont émergés, ils s'étalent sur la roche. Les jeunes rameaux et les extrémitésde I'algue ont
souvent une iridescence bleu-vert. L'algue est couverte de petites cryptes piliferesdispersées
[34].

1.2 ETUDE CHIMIQUE DES EXTRAITS LIPIDIQUES D’ALGUES MARINES

La biodiversité marine et la diversité chimique qui en découle mobilisent un nombre croissant
d’équipes de recherche dans le monde, et de grands groupes pharmaceutiques se penchent sur
ce gisement de molécules. Cette chimio-biodiversité marine est aujourd’hui pergue comme un
gisement pour les biotechnologies et aussi un outil pour la compréhension des interactions dans
le monde vivant. La diversité chimique des algues marines ne cesse de se développer grace a
des méthodes d’extraction, de séparation, de dosage et d’identification qui ont fait des progres

spectaculaires au cours des trente dernieres années.
1.2.1 Extraction

Parmi les différentes étapes que constituent I’analyse et I’identification de molécules bioactives,
I’étape d’extraction, qui a pour but la désorption des molécules d’intérét des sites actifs de la
matrice vegétale, est primordiale puisqu’elle déterminera la nature et la quantité des molécules
extraites, et par conséquent le succes des étapes suivantes. L’extraction des moléculesbioactives
d’algues marines est influencée par leurs natures chimiques, le procédé d’extractionutilisé, la
taille des particules de 1’échantillon, la durée de stockage et d’autres conditions telleque la

présence de substances interférentes [35].

Aujourd’hui on récence de nombreuses méthodes d’extraction des molécules bioactives de la
biomasse algale. Ces techniques sont, cependant, davantage dédiées a 1’échelle du laboratoire
que dans un but de production industrielle ; elles servent tout de méme de point de départ au
développement d’un procédé d’extraction industriel. Parmi ces techniques, il existe des

méthodes d’extractions conventionnelles ou classiques et des méthodes d’extractioninnovantes.

1.2.1.1 Méthodes d’extraction conventionnelles (classiques)
Les méthodes conventionnelles d’extraction incluant 1’extraction au Soxhlet, la macération, la
percolation et la sonication sont utilisees depuis de nombreuses années et ont participé au

développement de I’industrie de I’extraction de molécules naturelles. Cependant ces



techniques sont tres consommatrices en énergie du fait des temps de traitements importants et
tres polluantes du fait de 1’utilisation d’une quantité importante de solvant a recycler [36].

L’extraction par solvant est la plus ancienne des méethodes traditionnelles. Ce type d’extraction
est dépendante de plusieurs facteurs intervenant sur la solubilité des composés chimiques et sur
I’efficacité¢ du transfert de masse parmi lesquelles, la nature du solvant utilisé, 1’énergie
appliquée et 1’agitation du mélange solvant/produit [37]. Le choix du solvant ou d’un mélange
de solvants est lié directement a la nature des composes d’intérét ciblés mais également au type
de biomasse traitée. Le facteur principal intervenant sur le choix du solvant est la polarité des
molécules, les composes lipophiles vont nécessiter 1’application de solvants non polaires tandis
que les composés hydrophiles vont nécessiter I’utilisation de solvants plus polaires. Cependant,
le mélange de différents solvants permet une diversité de polarité entre le solvant le plus polaire,
I’eau, et les plus apolaires a longue chaine carbonée tel que I’hexane, le pentane et le
cyclohexane. Toutefois d’autres facteurs physicochimiques parmi lesquels le poids moléculaire
peut influencer 1’extraction de certains composés [38]. Toutefois les procédures mettant en jeu
des solvants organiques d’origine pétroliere ont des limites car elles nécessitent une biomasse
séche et, par ailleurs, ne sont pas toujours transposable a 1’échelle industrielle du fait des

volumes de solvant mis en jeu et de leur toxicité vis-a-vis de I’opérateur et de I’environnement.

Les méthodes conventionnelles couramment utilisés pour I’extraction des molécules bioactives

d’algues marines décrites par différents auteurs sont indiquées dans le tableau 1.

Tableau 1. Méthodes conventionnelles pour I’extraction des composés d’intérét d’algues

Algues Méthodes d’extraction Solvants d’extraction Références ‘
Turbinaria ornata | Extraction par Soxhlet Méthanol (2 :1) [39]
Sargassum Extraction par solvant 50% Ethanol [40]

Ringgoldianum

Cystoseira barbata | Extraction par Solvant Méthanol [41]
Eau

Sargassum vulgare | Extraction par solvant Dichlorométhane [42]




1.2.1.2 Méthodes d’extraction innovantes

1.2.1.2.1 L’extraction en condition de haute température et haute pression

De fagon générale, le mécanisme est le suivant : en condition de pression et de température
élevées, les composés organiques deviennent miscibles avec le solvant. Puis, une seconde étape
de diminution de la température et de la pression permet de séparer facilement le solvant et les
produits extraits. Plusieurs techniques d’extraction se basant sur ce mécanisme existent :

e A Peau subi-critique : cette technique, utilisant de 1’eau juste en dessous de la
température critique et a une pression suffisamment élevée pour rester a 1’état liquide a
déja été utilisée pour 1’extraction sélective de composés de microalgues. Les avantages
de cette technique est 1’utilisation de 1’eau comme solvant, ce qui rend inutile 1’étape de
séchage et constitue un procédé propre. La durée d’extraction est courte, les produits
extraits sont de haute qualité et les agents d’extraction sont de faibles cofits. Cependant la
consommation énergétique n’est pas négligeable.

e Aux fluides supercritiques : ce procédé se base sur I’augmentation de la capacité de
solvatation des agents d’extraction au-dessus de leur point critique. L un des principaux
agents utilises est le CO2, mais 1’on peut aussi citer 1’éthane, 1’eau, le méthanol. Le CO>
a1’état supercritique est le plus utilisé notamment pour ces conditions critiques facilement
accessibles (Tc = 31,1°C et Pc = 72,9 ATM). Par ailleurs, il est peu colteux, non toxique,
ininflammable et chimiquement inerte. La technologie au CO2 supercritique apparait

comme adaptée a I’extraction de lipides partir de microalgues pour les raisons suivantes

» Le pouvoir solvant & géometrie variable.
> Le transfert de matiére favorise.

» L’obtention d’extrait sans résidus de solvant.

1.2.1.2.2 Extraction Assistée par Microondes (EAM)

L’extraction par solvant assistée par micro-ondes (ESAM) consiste a traiter sous
microondes un solide, sec ou humide, en contact avec un solvant partiellement ou
totalement transparent aux micro-ondes [43]. Ce procédé a pour vocation d’étre uneméthode
d’extraction utilisable pour un grand nombre de matrices solides telles queles végétaux.
Dans ESAM, la matiére vegetale utilisée est généralement séche. Toutes fois les cellules des
matieres contiennent toujours des petites traces d’humidité. Cettehumidité ciblée par
les radiations micro-onde, une fois chauffée par [’énergie s’évapore et produit une

pression enorme sur les parois des cellules qui finissent par se rompre



Cette rupture libére les constituants des cellules vers le solvant organique. Ce phénomene

peut étre intensifi¢é par 1'usage d’un solvant polaireLe principe de chauffage

de la matiére par les micro-ondes est dd & deux phénoménes qui interviennent

simultanément : la conduction ionique et la rotation [44,45].

1.2.1.2.3 Extraction Assistée par Ultrasons (EAU)

Lorsque les ultrasons se propagent a travers un milieu donné, ils induisent une série de
compressions et de raréfactions dans les molécules du milieu irradié par ces ultrasons. Ce
phénomeéne est connu sous le nom de « cavitation acoustique ». La cavitation est définie comme
une perturbation du milieu liquide sous I’effet de contraintes excessives [46]. Dans le domaine
des ultrasons, la cavitation acoustique désigne généralement la formation, la croissance rapide
(expansion) durant les cycles compression/raréfaction jusqu’a I’atteinte de leur taille critique et
I'implosion se produisant lors de la propagation d'une onde ultrasonore dans un milieu liquide
[47].

Ces méthodes d’extraction innovantes ont été appliquées aux macroalgues marines. Le tableau
suivant regroupe quelques études antérieures rapportant I’utilisation des méthodes innovantes

dans I’extraction des métabolites primaires et secondaires d’algues marines.

Tableau 2. Méthodes innovantes pour I’extraction des composés d’intérét d’algues

Algues Molécules ciblées Méthodes d’extraction Références

Grateloupia R-phycoérythrine Extraction Assistée par [48]

turuturu Ultrasons

Porphyra Minéraux Extraction Assistée par [49]

Palmaria (Ca, K, Na, Mg, Cd, Cr, Ultrasons

Undaria pinnatifida Cu,

Himanthalia Mn, Ni, Pb et Zn)

elongata

Sargassum Phytostérols et phytols | Extraction Assistée par [50]

fusiforme Microondes

Fucus vesiculosus Fucoidane Extraction Assistée par [51]

Microondes

Undaria pinnatifida Polyphénols Extraction au CO2 [52]
supercritique (ScCO2)

Bangia Acide Extraction au CO2 [53]

atropurpurea Eicosapentaénoique supercritique (ScCO2

Porphyra angusta




1.2.2 Dosage

1.2.2.1 Dosage des composés phénoliques totaux

Un certain nombre de méthodes spectrophotométriques ont été développées pour la
quantification des composes phénoliques totaux. Le dosage de Folin-Ciocalteu (FC) est I'un des
tests chimiques les plus couramment utilises.

Pour effectuer le test, les échantillons de composes phénoliques sont traités avec le réactif de
Folin-ciocalteu (hétéropolyphosphotungstates-molybdates) qui réagit avec les composés
aromatiques hydroxylés. En milieu alcalin (carbonate de sodium), le réactif développe une
coloration bleue dont I’absorption est mesurée a 760 nm. La température et le temps de réaction
influent sur le développement de la coloration [54]. Cette méthode permette de déterminer la
concentration des composés phénoliques en se référant a une courbe d’étalonnage a partir des

concentrations connues.
1.2.2.2 Dosage des flavonoides totaux

La détermination de la teneur en flavonoide des extraits est généralement effectuée en suivant
la méthode de Trichlorure d’aluminium AICl3z [55]. Le chlorure d’aluminium (AICI3) forme un
complexe trés stable avec les groupements hydroxydes (OH) des phénols. Ce complexe jaune
absorbe la lumiére visible & une longueur d’onde égale a 430 nm [56]. En effet, dans des tubes
a hémolyse, 1ml de chlorure d’aluminium AlClzest ajouté a 1 ml de ’extrait. Le mélange est

vigoureusement agité, puis incubé pendant 10 minutes et I’absorbance est ensuite lue a 430 nm.

1.2.2.3 Dosage des tannins totaux

Lorsqu’ils sont ingérés en quantités substantielles, les tanins affectent la croissance et
augmentent le métabolisme énergétique. Ils sont aussi responsables de 1’astringence pergue au
contact avec le mucus de la langue. D’un point de vue quantitatif, les méthodes appropriées
pour doser les composés phénoliques sont partiellement redondantes, car méme des phénols de
faible poids moléculaire peuvent précipiter les protéines. On dose géneralement les phénols
totaux et les tanins condensés (plus difficiles a dégrader gue les tanins hydrolysables) avec des
méthodes spectrophotométriques, complétées par des tests biologiques de précipitation des
protéines (la sérum-albumine bovine, par exemple ; Hagerman et Butler, 1989) [57]. Les
dosages peuvent également étre réalisés directement sur les complexes tanin-proteine formés,

ce qui renseigne sur I’activité potentielle des polyphénols dans les extraits végétaux [58].



1.2.3 Composition chimique

1.2.3.1 Les métabolites secondaires des algues marines

Les meétabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes [59]. Les algues peuvent contenir
aussi des meétabolites secondaires comme les composés phénoliques (polyphénols et
bromophénols), les Terpénoides et les alcaloides avec diverses propriétés biologiques comme

antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires [60].

1.2.3.2 Les composés phénoliques

La plupart des algues marines contiennent des polyphénols algaux aussi appelés phlorotannins.
A la différence des polymeres issus des végétaux terrestres qui dérive de ’acide ellagique, les
polyphénols algaux sont formés par la polymérisation des unités monomeéres de Phloroglucinol
et biosynthétisés par la voie de I’acétate-malonate. En outre, ces phlorotannins sont des
composants fortement hybrides avec un large éventail de taille moléculaire (126 - 650 KDa)
[61,62].

La présence de tres nombreux dérivés phénoliques, oligophénols et polyphénols, avec ou sans
halogénes et avec ou sans groupes sulfate, est la principale caractéristique des algues brunes.
La plupart de ces dérivés phénoliques se rencontrent dans les especes appartenant aux ordres
des Fucales et des Laminariales, mais on en trouve également dans d’autres ordres comme les
Dictyosiphonales. Si 1’on rajoute les méroterpenes, on peut donc dire que les dérivés

phénoliques sont omniprésents chez les algues brunes [63,64].

1.2.3.3 Les composés terpénoides

La présence des terpénes a €té montrée chez de nombreux organismes marins et terrestres tels
que les bactéries, les champignons, les micro- et macroalgues, les plantes et également chez
certains animaux. Dans le domaine de produits naturels marins, la classe des terpénoides occupe
une place privilégiée au regard du nombre de structures originales isolées ainsi qu’auxpropriétés
bioactives de ces produits. Cette famille de composés est beaucoup plus décrite chezles
macroalgues brunes, cependant, la présence de terpenes chez les algues rouges est tres peu
décrite [65].



1.2.3.4 Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés présents dans les algues marines, ils sont divisés en
trois groupes : alcaloides phényléthylamine, indole et alcaloides indoliques halogénés [66] Les
alcaloides des algues marines sont relativement rares, comparés aux alcaloides végétaux
terrestres, ils possedent des activités antibactériennes, antiinflammatoires, antioxydantes,
antitumorales et ont donc de grandes utilisations dans les industries alimentaires,

pharmaceutiques et cosmétiques [67].

1.2.4 Composition chimique des algues brunes du genre Cystoseira

Les algues brunes du genre Cystoseira ont fait 1’objet de nombreuses études sur la composition
chimique de leurs extraits lipidiques. Ces études ont révélé que les algues du genre Cystoseira
sont connues pour métaboliser majoritairement des substances terpéniques a coté des stérols
(Figure 6 et 7). On trouve essentiellement des diterpénes linéaires dérivés du géranylgéraniol.
Une grande diversité des méroditerpenes (linéaires, monocyclisés, bicyclisés...etc.) est
également constatée dans ce genre.

Sachant que les méroditerpenes issus d’algues brunes de la famille de Cystoseiracée présentent
deux séries ; les méroditerpenes a noyau hydroquinonique et les méroditerpénes a noyau
chromanol, I’algue brune Cystoseira amentacea est caractérisée par 1’isolement de nombreuses

molécules de méroditerpénes a noyau hydroquinonique [68].
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Figure 6. Structure chimique des composés terpéniques isolés des algues brunes du genre
Cystoseira [69]
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Figure 7. Structure chimique des méroterpénes isolés des algues brunes du genre Cystoseira
[69]




1.2.4.1 Composition chimique

L’algue brune Cystoseira amentacea est caractérisee par I’isolement de nombreuses molécules
de méroditerpenes a noyau hydroquinonique [70]. D’autres études ont pu isoler et identifier
dans I’espéce amentacea de métabolite sous forme d’un couple quinone-
hydroquinone(2'E,6°E)-2-(10°,11°-Dihydroxygeranylgéranyl)6-méthylquinoline,et (2°E.6’E)-
2-(10’,11°-Dihydroxygéranylgéranyl)- 6-méthyl- 1,4- benzoquinone ; de trois nouveaux
métabolites appartenant a la classe des Méthyltoluquinols (isocystoketal, isostrictalcetal,
isobalearone) et quatre Tétraprényltoluquinols; de deux méroditerpénes : 4’-méthoxy-(2E)-
bifurcarenone et 2,12-diepineo- balearone , et de stérols a savoir le fucostérol (93.1%), le 24-
méthyléne cholestérol (3.0%), le cholestérol (2.2%), A5- avénastérol (1.0%), le B-sitostérol
(0.6%), le desmostérol (0.1%) et le B-sitostérol (0.6%) [71].

Fucostérol Jd4-méthvlenecholesigrol

Cholesterol f-stosteral

Figure 9. Différents types de stérol de Cystoseira amentacea [72].
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.3 POTENTIALITES PHARMACOLOGIQUE DES ALGUES MARINES

Les algues marines sont des organismes essentiels pour 1’équilibre du globe, du fait de leurs
propriétés et de leur abondance en nombre dans le domaine aquatique qui recouvre les 2/3 de
la planete. Récemment, I'intérét pour les algues marines a pris un essor considérable aussi bien
pour l'industrie pharmaceutique que cosmétique ou alimentaire. L’ intérét porté pour les algues
marines provient du fait qu’elles constituent un énorme réservoir de molécules naturelles
potentiellement actives, dont leurs actions constituent dans certains cas, un élément de

protection contre les prédateurs naturels.

Plusieurs travaux de recherche antérieurs portants sur les algues marines ont permis d’isoler et
d’identifier un trés grand nombre de nouvelles molécules de grande originalité structurale et
dont beaucoup d’entre elles ont des activités biologiques intéressantes tels que les activités
antibactériennes, antioxydantes, antivirales, antitumorales, antiinflammatoires et d’autres
propriétés comme celles qui entrent dans la régulation du systeme immunitaire et prévenir la
plupart des maladies de siecle [73]. D’autres travaux menant sur les extraits lipidiques d’algues
marines et de leurs fractions ont démontré également un large éventail d'activités biologiques
comme antioxydants, antimicrobiens, anticoagulants, anticancéreux, antivirales et anti-

inflammatoires [74-76].

1.3.1 Potentialités pharmacologiques des algues brunes du genre Cystoseira

Les algues brunes sont des algues largement répandues a travers le monde, ceci revient a leur
faculté d’adaptation via leur reproduction et leur réponse a des conditions écologiques variées.
Ceci suppose que les algues brunes secrétent des substances chimiques de défense contre les
multiples dangers auxquels elles sont exposées. D un point de vue pharmacologique, plusieurs
espéces d’algues brunes ont révélé qu’elles présentent différentes activités biologiques
notamment des activités antimicrobiennes, anticancéreuses, antioxydantes, anti-inflammatoire,

antidiabétique et antiparasitaire.

Les algues brunes du genre Cystoseira sont des algues largement répartis dans les océans
tempérés et tropicaux du monde et dans la region méditerranéenne [77]. Des études antérieures
ont rapporté de nombreuses activités biologiques de divers extraits obtenus a partir d’algues
brunes du genre Cystoseira, y compris les activités antioxydantes de Cystoseira barbata,
Cystoseira compressa, Cystoseira crinita., Cystoseira indica, Cystoseira merica, Cystoseira
sedoides et Cystoseira tamariscifolia [78,79] , les activités anti-inflammatoires de Cystoseira

crinita, Cystoseira compressa et Cystoseira sedoides, les activités antimicrobiennes de



Cystoseira amentacea, Cystoseira barbata, et Cystoseira compressa, et les activités
antiprolifératifs de Cystoseira compressa, Cystoseira crinita, Cystoseira indica, Cystoseira

merica, Cystoseira sedoides et Cystoseira tamariscifolia [80].

1.3.1.1 Potentialités pharmacologiques de I’algues brune du genre Cystoseira amentacea

Particulierement, différents travaux de recherche ont ét¢ menés sur une variété

d’activités biologiques d’une espece d’algues brunes Cystoseira Amentacea

Les travaux menés par Gina De La Fuente et al [81]. ont rapporté les activités bioactives des
extraits de Cystoseira amentacea en termes d’activités antioxydantes et anti-inflammatoires.
Les données obtenues dans cette étude demontrent de forts effets antioxydants et anti-
inflammatoires des deux extraits de Cystoseira amentacea (DMSO et éthanolique), qui ont été
pour la premiére fois étudiés en profondeur. Ces résultats ouvrent la voie, pour I'utilisation
future des métabolites de Cystoseira amentacea comme additifs alimentaires antioxydants, dans
des formulations anti-ages ainsi que dans des lotions cosmétiques adoucissantes pour les peaux

enflammées et/ou endommagées.

Les algues brunes sont une source importante de composés bioactifs qui présentent des activités
antioxydantes, anti-inflammatoires, antitumorales et antimicrobiennes, entre autres [82].
Cystoseira amentacea est une espece d'algue brune répandue dans les régions cétiéres de la
Méditerranée. Elle a été identifiée comme une source potentielle de composeés bioactifs, mais
peu d'études ont été menées pour caractériser sa composition chimique globale

Une récente étude réalisée par M. Benmahdjoub [83] sur 1’espeéce Cystoseira Amentacea
récoltée au niveau de la cote nord-ouest de I'Algérie a parmi de démontrer 1’effet de la variation
saisonnic¢re de I’algue sur les potentialités antioxydantes des extraits lipidiques obtenus par
quatre solvants organiques (méthanol, acétone, hexane et éther d’éthylique). Les résultats
indiquent que les l'activité antioxydante de Cystoseira amentacea dépendaient du solvant utilisé
dans I'extraction ainsi que de la variation de la saison. Une forte activité antioxydante a été
observée en mars, juin, septembre et décembre. D'autres études sont nécessaires pour isoler et

identifier les composés bioactifs présents dans la plupart des extraits actifs de cette algue.

Fatiha Grina et al. [84] ont contribuer a I’évaluation des activités antioxydantes,
anticholinestérase, uréase et tyrosinase de plusieurs especes d’algues brunes provenant de
l'océan Atlantique marocain, notamment 1’algue Cystoseira Amentacea, Les résultats ont

montré que cette derniere a présenté une activité inhibitrice de la peroxydation lipidique la plus



élevée. Cette etude a démontré que les algues étudiees, en particulier Fucus spiralis et
Cystoseira amentacea pouvaient étre une source prometteuse d'antioxydants et de composés
phytochimiques qui peuvent étre utilisés dans les cosmétiques, les produits pharmaceutiques et
comme compléments alimentaires nutritionnels dans les industries agro-alimentaires, contre le

stress, les troubles et les maladies déléteres induits par les radicaux libres.

Rasha Abu-Khudir et al. [85] ont rapporté 1’évaluation de I’activité antioxydante et du potentiel
antimicrobien du SHAE et du CCME. Les resultats ont montré que ces deux extraits ont
présenté une activité antimicrobienne contre diverses souches bactériennes testées a gram-
négatif notamment E.coli, K. pneumonie et P. aeruginosa, ainsi que la souche bactérienne

gram-positif Staphylococcus aureus, et le pathogéne fongique C. albicans.

Des études antérieures ont également signalé des observations similaires et ont confirmé
L’activité antimicrobienne des extraits organiques des genres Cystoseira amentacea et

Sargassum [82].

En particulier, une récente étude réalisée par B. Tanna [86]. Les algues marines ont montré la
présence de nombreux métabolites secondaires bioactifs, avec de grandes potentialités tant du
point de vue nutraceutique que biomédical

Au cours des vingt dernieres années, ces recherches permettent de I'identification de nouveaux
médicaments antioxydants [87], anti-inflammatoires [88], antimicrobiens [89] et antitumoraux

[90] présents dans les macroalgues rouges, vertes et brunes.



Chapitre 11

Etude chimique de Cystoseira amentacea : Extraction, screening chimique et dosage

1.1 Introduction

Cystoseira amentacea est une algue brune largement répandue dans les eaux cotiéres
méditerranéennes. Elle renferme une variété de composés bioactifs, tels que des polyphénols,
des terpenes, des stérols et des polysaccharides, qui ont montré des activités biologiques
intéressantes [91]. Dans ce contexte, nous allons décrire dans ce chapitre la méthodologie
utilisée pour I’extraction de divers constituants d’algue brune Cystoseira amentacea, et
présenter les différentes classes chimiques constitutives des extraits obtenus via des tests de
screening chimique. Nous allons ainsi présenter le dosage des composés phénoliques totaux et

des flavonoides.

Cette étude pourrait contribuer a I'identification de nouveaux composés bioactifs issus de cette
algue brune, ainsi qu'a la compréhension de leurs propriétés pharmacologiques et de leur

potentiel thérapeutique.

I1.2 Récolte et traitement de la matiere végétal

L’algue Cystoseira amentacea a été récoltée en novembre 2022 sur les cotes méditerranéennes
algériennes, au niveau de I'Anse de Kouali, a 1'ouest de Tipaza. L’identification a été faite par
Dr. L. BAHBAH au niveau du Laboratoire d’Océanographie Biologique et Environnement
Marin (LOBEM) de I’Université des Sciences et de la Technologie d’Alger (USTHB). L’algue
a ¢été séchée a I’ombre, a lair libre, dans un lieu sec et aéré, puis triée manuellement afin
d’éliminer les épiphytes et autres organismes susceptibles de contaminer la nature chimique de

I’extrait.

Figure 10. Cystoseira amentacea
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11.3 Extraction

11.3.1 Procédure d’extraction

Deux procédés d’extraction et de traitement de I’extrait ont été appliqués dans cette étude. Le
premier procéde consiste a effectuer une macération de 40 g d’algue par le mélange
hydroalcoolique MeOH /H20 (80/20 : v/v), avec renouvellement du solvant chaque 48h jusqu’a
épuisement de la matiére végétale, et cela dans un systeme statique a une température ambiante
pendant une semaine, suivie d’une filtration et de 1’évaporation du solvant jusqu’a obtention
d’un résidu que 1’on appelle « extrait brut ». L’extrait brut ainsi obtenu a été récupéré avec du

méthanol ce qui a permis d’obtenir un extrait appelé « extrait méthanolique».

Le second procédé consiste d’abord a effectuer une macération de 300g d’algue en utilisant le
méme protocole d’extraction que celui décrit dans le premier procédé. Cependant, apres
filtration, les miscellas (extrait + solvant) obtenus sont concentrés par évaporation a environ
250 ml. Cette solution obtenue est diluée par la suite, sous agitation magnétique, avec de 1’eau
distillée, puis apres un repos d’une nuit a 4°C, la solution a subi des extractions liquide-liquide
successives en utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par I’ éther de pétrole,
puis le chloroforme, puis 1’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol, chaque extraction est
répétée trois fois. Les quatre phases organiques ainsi obtenues « éther de pétrole, chloroforme,
acetate d'éthyle et n-butanol » sont séchées avec du MgSOas puis filtrées et concentrées a sec
sous pression réduite. Le traitement ci-dessus permet d’effectuer une séparation grossiére de
I’extrait en fractions apolaire, moyennement polaire et polaire [92]. Les différentes étapes de ce

procédé d’extraction sont résumées dans 1’organigramme ci-apres (Figure 11).

11.3.2 Rendement d’extraction
Le rendement en extrait s’exprime par le rapport entre la masse d’extrait (ME) obtenu et la

masse d’algue (MA) seche par la relation suivante :

NnE (%) = ME/MA * 100

n (%) : Rendement en extrait (%)
ME : Masse de I’extrait (g)
MA : Masse d’algue utilisée (g)
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Figure 11. Procédé d’extraction et de fractionnent grossier de I’algue Cystoseira



11.3.3 Résultats et discussion

Cystoseira amentacea est une algue brune connue pour contenir une variété de composés
bioactifs tels que des polyphénols, des terpenes, des stérols et des polysaccharides [93]. Plusieurs
études ont été menées pour extraire ces composés bioactifs de I'algue en utilisant différents
solvants tels que I'éthanol, I'acétone, le méthanol ou des mélanges hydroalcoolique a différentes
proportions [94]. Les méthodes d'extraction les plus couramment utilisées par différents auteurs
sont I'extraction par solvant, I'extraction assistée par ultrasons, I'extraction assistée par micro-

ondes et I'extraction assistée par CO- supercritique [95].

Les rendements d’extraction et la composition chimique des extraits dépend de plusieurs
facteurs tels que les conditions de collecte de I'algue, le solvant d'extraction utilise, le temps et
la méthode d'extraction, ainsi que les propriétés physico-chimiques des molécules d'intérét [96].
Les masses et les rendements d’extraction obtenus dans cette étude sont mentionnés dans le

(tableau 3).

Le rendement en extrait brut obtenu dans cette étude est similaire a celui trouvé dans certaines
études antérieures [97]. Cela suggere que les conditions d'extraction utilisées dans cette étude
étaient efficaces pour extraire les composés bioactifs de Cystoseira amentacea. Toutefois, il est
également noté que d'autres études antérieures ont obtenu des résultats plus efficaces [81], ce
qui peut étre da a l'utilisation de solvants et de méthodes d'extraction différentes. En général,
les méthodes d'extraction telles que I'extraction par ultrasons, I'extraction assistée par micro-
ondes et I'extraction par pression sont considérée comme plus efficace que I'extraction par
macération classique en termes de temps et de rendement, car elles permettent une meilleure
pénétration du solvant dans la matiére végétale et une libération plus rapide des composés
bioactifs [98].

La méthode de collecte de I'algue peut influencer également le rendement en extrait. A titre
d’exemple, la saison de récolte et les conditions environnementales telles que la température,
I'ensoleillement, le pH et la salinité peuvent affecter la croissance, la qualité et la quantité de
biomasse d'algue disponible pour I'extraction. Une récolte effectuée en été peut avoir une
composition chimique différente de celle effectuée en hiver, ce qui peut affecter la qualité et la

quantité des composés bioactifs extraits [99].

Par conséquent, les résultats d'extraction peuvent varier considérablement en fonction des
parameétres d'extraction utilisés. Il est important de prendre en compte ces différences lors de la

comparaison des résultats entre différentes études.



Les résultats de I’extraction Liquide — liquide, montre que les quatre fractions varier entre 0.1%

et 0.4%.

La fraction éther de pétrole possédent la valeur la plus grand par rapport a I’autre fraction,

d’aprés les résultats mentionnés dans le tableau 3 on remarque que a chaque fois on passera

d’un solvant moins polaire a un solvant plus polaire le rendement elle diminuer. Ce qui

impliquent que notre algue elle est plus riches en composés apolaires que les composés polaires.

Tableau 3. Masses et rendements d’extrait et des fractions de Cystoseira amentacea

Masse Aspect Couleur Masse Rendement
Extrait/fraction  d’algue () extrait/fraction (g) (%)
Extrait 409 Visqueux Vert 2.43 6.07
Méthanolique foncé
Fraction 300¢ Visqueux Vert 1.19 0.40
Ether de pétrole
Fraction 3009 Solide Marron 1.07 0.36
Chloroforme foncé
Fraction 30049 Poudre Marron 0.362 0.12
Acétate d’éthyle Claire
Fraction 3009 Visqueux  Marron 0.300 0.1
n-Butanol

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Masse extrait/fraction (g)
o =

M Fraction Ether

M Fraction Chlorofome

M Fraction Acétat

M Fraction n-Butanol

Figure 12. Histogramme schématique des résultats obtenus pour le

fractionnement par extraction liquide-liquide de 1’algue Cystoseira amentacea
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I1.4 Screening phytochimique

Le screening phytochimique est une méthode utilisée en pharmacologie pour étudier les
constituants chimiques présents dans les plantes ou les extraits de plantes. Cette méthode
consiste a tester des extraits ou des fractions d'extraits pour détecter la présence de composés
chimiques spécifiques qui pourraient avoir des propriétés thérapeutiques potentielles ou des
activités biologiques intéressantes, tels que des alcaloides, des flavonoides, des terpenes, des
tanins, des saponines, des anthocyanes, des composés phénoliques, etc. Il consiste en une série
de tests comprenant généralement des réactions chimiques spécifiques pour identifier des
classes de composeés. La présence de ces derniers est attestée, soit par la formation d'un précipité
soit par le changement de coloration du milieu [100].

Il convient de noter que ces tests peuvent également réagir avec d'autres composés présents
dans l'extrait végétal, de sorte qu'une confirmation supplémentaire par des techniques d'analyse

plus avancées est souvent nécessaire pour confirmer la présence des composes.
11.4.1 Tests de caractérisations

— Test des tanins
Les tanins sont des composés phénoliques qui peuvent étre caractérisés par plusieurs tests de
réaction chimique. Ces tests peuvent étre utilisés pour caractériser différents types de tanins,

tels que les tanins hydrolysables et les tanins condensés [101].

Le test de braymer est choisi dans cette étude pour la caractérisation des tanins. Ce test est basé
sur la réaction entre le chlorure ferrique et les tanins pour former un complexe de couleur bleu-
vert. Pour effectuer ce test 2 a 3 gouttes de FeCls (5%) diluée dans 1’éthanol sont ajoutées dans

un tube & essai qui contient ImL d’extrait et 1mL de I’eau distillée.

v’ L’apparition d’une couleur qui vire vers le bleu-vert confirme la présence des tanins [102].

— Test des Phlorotannins

Les phlorotannins sont des polymeres de Phloroglucinol présents dans les algues brunes, qui
peuvent étre liés par des liaisons C-C ou C-O-C. Le test des phlobatanins est une méthode qui
permet de mettre en évidence la présence de phénols condensés qui peuvent former des
complexes rouges ou violets en présence de réactifs spécifiques tels que le chlorure de fer 1l
ou l'acide chlorhydrique [103]. Dans notre étude, nous avons utilisé le test d'acide chlorhydrique
en ajoutant 1mL d'HCI (1%) a 1mL d'extrait.

v’ L’apparition d’un précipité rouge ou violet indique la présence des Phlobatanins [102].



— Test des Flavonoides

Les flavonoides sont une classe de composés phénoliques largement distribués dans le régne
végétal. Il existe plusieurs tests phytochimiques utilisés pour détecter la présence de flavonoides
dans les extraits. Les tests les plus couramment utilisés pour les flavonoides sont les tests de
Shinoda (test au chlorure d’alumium AICIs) et le test de Shibata [104]. Nous avons opté dans
cetravail au test de Shibata qui est basé sur la réaction des flavonoides avec des copeaux de

magnésium pour former des complexes de couleur rouge a orange.

Pour effectuer ce test, ImL d’extrait est dilué avec 1mL éthanol et mélangé avec 3 a 4 gouttes

d’HCI concentré et quelques copeaux de magnésium.

v L’apparition d’une couleur qui vire vers le rouge {flavanols} ou I’orange {flavones}
confirme 1’existence des flavonoides. Cette coloration est due a la formation de complexes
entre les flavonoides et le magnésium, qui agissent comme un mordant, et le HCI, qui sert
de révélateur [102].

— Test des composés phénoliques

Les composés phénoligues sont une classe de molécules organiques qui contiennent un ou
plusieurs groupes phénoliques (-OH attaché a un cycle aromatique). Ces composés ont une
variété de fonctions biologiques, notamment des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires

et anticancéreuses, ce qui en fait des molécules importantes pour la santé humaine.

Il existe plusieurs méthodes pour effectuer le test de screening chimique des composés
phénoliques, cependant, le test de Folin-Ciocalteu est le plus couramment utilisé car il est
sensible et relativement spécifique pour les composés phénoliques totaux. De plus, il peut étre
quantitatif, permettant ainsi la détermination de la teneur en composés phénoliques d'un
échantillon. Ce test est basé sur la capacité des composés phénoliques a réduire le réactif de
Folin-Ciocalteu et a former un complexe bleu intense. Plus la concentration de composés

phenoliques est élevée, plus l'intensité de la couleur est importante [105].

Pour réaliser ce test 0.2mL de I'extrait sont ajouter a 0.8mL de la solution de carbonate de
sodium 7.5%, apres agitation 1mL du réactif Folin-Ciocalteu est ajouté a la solution.

v Apres 20min d'incubation a ’obscurité de la lumiére, la présence de polyphénols est

confirmée par I'apparition d'une couleur bleue [102].



— Test des stérols

Les stérols sont des lipides stéroidiens presents dans les membranes cellulaires de tous les
organismes vivants. Le test des stérols est une méthode qui repose sur des réactions chimiques
spécifiques qui permettent de générer des composés colorés caractéristiques des stérols. La
méthode la plus couramment utilisée pour le test des stérols en chimie des produits naturels et
en biochimie est la méthode de Liebermann-Burchard [106]. Cette méthode repose sur I'ajout de
1mL d'acide sulfurique concentré et ImL du chloroforme a 1mL de I’extrait a tester. Le mélange
est chauffé pendant quelques minutes, puis refroidie a température ambiante. Les stérols
présents dans l'extrait se dissolvent dans la phase chloroforme et réagissent avec l'acide
sulfurique pour former un composé coloré caractéristique. Ces composés sont ensuite observés
et comparés a des échantillons de référence pour déterminer la présence de stérols dans

I'échantillon testé.

v L’apparition d’une couleur rouge dans la couche chloroforme indique la présence des

stérols [102].

— Test des Terpénes

Les terpénes sont des composés organiques naturels présents dans une grande variété de plantes,
d’algues et d'autres organismes. Le test des terpenes est une méthode importante pour la
caractérisation de ces composés organiques naturels, en particulier dans le domaine de la chimie

des produits naturels [107].

La détection des terpénes peut étre déterminée par le test de Liebermann-Burchard
précédemment utilisé dans la détection des stérols. En plus de la réaction avec les stérols, les
terpénes peuvent également réagir avec les réactifs pour former des composés colorés
spécifiques qui peuvent étre détectés par le test, et ceci en ajoutant 1mL de I'extrait a tester a
1mL du chloroforme et 1mL de I'anhydride acétique, suivi de I'ajout de 1mL d’acide sulfurique
concentré. Le chloroforme et I'anhydride acétique sont utilisés pour dissoudre les terpénes,
tandis que I'acide sulfurique concentré est utilisé pour provoquer une réaction de cyclisation des
terpénes, produisant ainsi des composés colorés distincts qui peuvent étre observés

visuellement.

v Laformation d’un anneau rouge brunatre ou violet traduit I’existence des Terpénoides
[102].



Il convient de souligner que le test des terpenes ne permet pas de différencier les différents
types de terpenes présents dans un extrait végetal. D'autres méthodes plus specifiques sont

nécessaires pour la détection des diterpénes et des triterpenes.

— Test des Diterpénes
Le test avec l'acétate de cuivre est couramment utilisé pour la détection des diterpénes. Les
diterpenes contiennent souvent des groupes fonctionnels qui réagissent avec l'acétate de cuivre

pour former des précipités colorés ou des complexes solubles colorés [108].

Le test consiste a mélanger 1mL d’extrait a tester a ImL d’eau distillée, puis 3 a 4 gouttes
d’acétate de cuivre sont ajoutées. L'ajout d'eau distillée au mélange d'extrait et d'acétate de

cuivre permet de favoriser cette réaction en créant des conditions de solubilité favorables.

v' L’apparition d’une couleur verte dans le mélange confirme la présence des diterpenes [102].

— Test des Triterpénes

Le test de Salkowski est une méthode couramment utilisée pour la détection qualitative des
triterpenes dans les extraits de plantes. Cette méthode est basée sur la réaction des triterpenes
avec l'acide sulfurique concentré pour former un complexe de couleur jaune a rouge
caractéristique [109].

Pour réaliser le test de Salkowski, quelques gouttes d’acide sulfurique concentré sont ajoutées

a 1mL d'extrait.

v Si des triterpénes sont présents dans I'extrait, un complexe de couleur jaune a rouge

apparaitra [102].

— Test des sucres

Il existe plusieurs tests phytochimiques pour détecter la présence de sucres dans les extraits.
Les tests les plus couramment utilisés sont les tests de Molisch, de Fehling et de Benedict [110].
Dans cette étude, le choix s'est porté sur le test de Fehling. Le test de Fehling est basé sur la
réduction des ions cuivre (Cu?") en ions cuivreux (Cu*) par les sucres. Une solution de sulfate
de cuivre est mélangée avec une solution de tartrate de sodium et de potassium, puis une
solution d'hydroxyde de sodium est ajoutée pour former la solution de Fehling. 1mL d'extrait

est ensuite ajouté a ImL de la solution de Fehling et le mélange est chauffeé.

v Si des sucres sont présents, ils réduisent les ions cuivre en ions cuivreux, formant un

précipité rouge-brun [102].



— Test des alcaloides

Les alcaloides sont une classe de composés organiques hétérocycliques contenant des atomes
d'azote et possédant des propriétés pharmacologiques importantes. Pour détecter leur présence
dans les extraits, le test de Wagner est couramment utilise [111].

Cette méthode consiste a mélanger 1mL d’HCL a 1mL d’extrait, et filtrer la solution. Quelques
gouttes de réactif de Wagner (solution aqueuse de 1,27 g d'iodure de potassium et 2 g d'iodate
de potassium dissous dans 100 ml d'eau distillée) sont ajoutées par la suite au mélange. Lorsque
le réactif de Wagner est ajouté, une réaction chimique se produit, entrainant la formation d’un
précipité brun-rouge. Cette réaction est due a la formation d'un complexe entre les ions iodure

et les alcaloides présents dans I'extrait.

v’ L’apparition d’un précipité brun-rouge indique la présence d'alcaloides dans I'extrait [102].

— Test des anthraquinones

Les anthraquinones sont des composés organiques naturels appartenant a la famille des
quinones. Elles sont caractérisées par une structure cyclique composée de trois cycles fusionnés
. deux cycles benzéniques et un cycle quinone [112]. Les anthraquinones sont couramment
détectées par la méthode Borntréger. Elle est basée sur la formation d'un complexe coloré entre

les anthraquinones et une solution alcaline.

Pour réaliser ce test, ImL de chloroforme est ajouté dans un tube a essai contenant 1mL de
I'extrait, puis quelques gouttes de solutions NaOH (10%) sont ajoutées et le mélange est agité

vigoureusement.

v La présence des anthraquinones est confirmée par 1’apparition d’une coloration rose,

violette ou rouge [102].

11.4.2 Résultats et discussion

L'algue brune Cystoseira amentacea est connue pour contenir une grande variété de composes
bioactifs tels que des polyphénols, des flavonoides, des stérols, des terpenes et des alcaloides,
qui ont montré des activités pharmacologiques potentielles. Dans cette étude, nous avons utilisé
une série de tests de screening chimique pour caractériser les composés bioactifs présents dans

I'extrait méthanolique et ses différentes fractions de I'algue brune Cystoseira amentacea.

Les groupes chimiques présents dans nos échantillons ont été caractéerisés par des réactions en

tubes. Les resultats obtenus sont consignes dans le tableau 4 selon la notion suivante :



(-) Resultats négatif, (+) Résultat faiblement positif, (++) Resultat positif, (+++) Résultat

fortement positif.

Tableau 4. Résultats des tests du screening chimique de I’extrait méthanolique de

Cystoseira amentacea et ses différentes fractions

Groupes Extrait Fraction Fraction Fraction Fraction
chimiques Méthanolique Ether de Chloroforme Acétate n-
pétrole d’éthyle butanol
Tanins + + + + -
Phlorotannins + ++ + + -
Flavonoides + - - + +
Polyphénols +++ + 4+ +++ 4+ F++
Stérols ++ ++ 4+ +++ ++ +
Terpénes + ++ - - -
Diterpénes SRt +++ ++ ++ +
Triterpenes +++ +++ ++ 4+ 4+ F4+
Anthraquinones + + - +++ ++
Alcaloides + ++ +++ - )
Sucres - - - - -

Les résultats obtenus indiquent une forte diversité de composés bioactifs dans 1’algue brune

Cystoseira amentacea tels que les tanins, les flavonoides, les stérols, les terpenes, les

phlorotannins, les diterpénes et les alcaloides. Les intensités de présence de ces composés

varient selon les fractions et sont détaillées ci-dessous.

- Les résultats ont révéle la présence de tanins et de phlorotannins dans différents echantillonsa

tester, a savoir I'extrait méthanolique, la fraction éther de pétrole, la fraction chloroformique

et la fraction d’acétate d'éthyle. Toutefois, ces composés sont absents dans la fraction n-

butanol.

La présence de tanins et de phlorotannins dans la fraction éther de pétrole peut sembler

surprenante car ces composés sont généralement solubles dans l'eau et les solvants

organiques polaires. Cependant, leur présence dans la fraction éther de pétrole peut étre due

a leur extraction conjointe avec d'autres composés lipophiles présents dans 1’algue. En effet,



certains tanins ont une certaine affinité pour les lipides et peuvent se retrouver piégés dans
la fraction éther de pétrole lors de I'extraction. De plus, la présence de tanins dans cette
fraction peut étre liée a leur distribution inégale dans I’algue et leur solubilité variable dans
les différents solvants utilisés pour I'extraction en raison de leur structure chimique
particuliére. 1l est également possible que les tanins présents dans la fraction éther de pétrole
soient des formes estérifiées, ce qui les rendrait plus lipophiles et donc plus solubles dans ce
solvant non polaire.

En outre, il est important de garder a I'esprit que les tests de screening chimique sont des
méthodes non sélectives et que la réaction de chlorure ferrique peut également donner une
coloration similaire a celle des tanins en réagissant avec d'autres composeés présents dans la
fraction éthérée, tels que les terpenes ou les stéroides. Toutefois, cela reste des hypothéses
et des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette explication et déterminer
la raison précise de la présence de tanins dans la fraction éther de pétrole.

Les flavonoides sont présents avec une faible intensité dans I'extrait méthanolique et dans
les fractions acétate d'éthyle et n-butanol, mais ils sont totalement absents dans les fractions
éther de pétrole et chloroforme. Ce résultat est tout a fait cohérent. L’absence de flavonoides
dans les fractions éther de pétrole et chloroforme pourrait s'expliquer par leur faible solubilité
dans ces solvants non polaires. Les flavonoides sont en effet plus solubles dans les solvants
organiques polaires tels que le n-butanol et I'acétate d'éthyle, ce qui explique leur présence
dans ces fractions. Cela indique que les flavonoides présents dans I'extrait initial sont plus
polarisables et que leur solubilité dépend de la polarité du solvant utilisé pour I'extraction.
Les stérols sont trouvés avec des intensités différentes. Ils sont trés importants dans la
fraction éther de pétrole et chloroforme, moyennement importants dans [I'extrait
méthanolique et la fraction acétate d'éthyle, et faiblement présents dans la fraction n-butanol.
Les terpénes sont détectés uniquement dans la fraction éther de pétrole, avec une intensité
importante. lls sont moins présents dans I'extrait méthanolique, mais totalement absents dans
les fractions chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol. En revanche, les diterpénes et les
triterpénes sont présent dans l'extrait méthanolique et dans toutes les fractions, cependant,
leur présence est plus intense dans la fraction éther de pétrole.

En général, les terpénes, diterpénes et triterpénes sont des composés lipophiles en raison de
leur grande partie hydrocarbonée, mais leur solubilité dans les solvants polaires dépend de
leur structure chimique. Ces composés présents dans les extraits d'algue peuvent étre soit
polaires, soit apolaires, en fonction de leur structure chimique. Certains diterpénes et

triterpenes peuvent avoir des groupes fonctionnels polaires tels que des groupes hydroxyle



ou des groupes carboxyle, ce qui les rend plus solubles dans les solvants polaires. D'autres
diterpenes et triterpenes peuvent étre plus apolaires en raison de la présence de groupes
alkyle non polaires tels que des groupes méthyle ou éthyle, ce qui les rend plus solubles dans
les solvants non polaires tels que I'éther de pétrole et le chloroforme.

- Les alcaloides sont détectés avec une forte intensité dans la fraction chloroforme,
moyennement importants dans la fraction éther de pétrole, et faiblement présents dans
I'extrait méthanolique. En revanche, ils sont totalement absents dans la fraction acétate
d'éthyle et la fraction n-butanol.

Les alcaloides peuvent étre soit polaires soit apolaires, car cela dépend de leur structure
chimique. En général, les alcaloides ont un noyau azoté et peuvent avoir des groupes
fonctionnels polaires comme des groupes hydroxyle, amine ou carboxyle. Cependant, ils
peuvent également avoir des chaines carbonées apolaires ou des cycles aromatiques qui leur
conferent des propriétés apolaires. Il est donc possible que les alcaloides présents dans les
fractions apolaires de 1’algue soient des composés plus lipophiles, c'est-a-dire qu'ils ont une
plus grande affinité pour les solvants apolaires. En revanche, les fractions polaires telles que
la fraction acétate d'éthyle et n-butanol peuvent ne pas étre en mesure de dissoudre ces

alcaloides apolaires en raison de leur polarité élevée.

- La présence des anthraquinones a été detectée avec des intensités différentes, étant trés
importante dans les fractions de ’acétate d'éthyle et de n-butanol, & faible intensité dans
I'extrait méthanolique et la fraction éther de pétrole, tandis qu'une absence totale a été
observée dans la fraction chloroforme.

- Aucun sucre n'a été détecté dans I'extrait méthanolique ni dans toutes les fractions.

Dans l'ensemble, ces résultats indiquent que I'extrait d'algue brune Cystoseira amentacea est

riche en composeés bioactifs tels que les composés phénoliques, les flavonoides, les tannins et

phlorotannins, les stérols et les terpénes. Ces composés sont connus pour leurs propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes, ce qui suggére que l'extrait d'algue
brune pourrait avoir un potentiel thérapeutique et alimentaire intéressant. Cependant, des etudes
supplémentaires sont nécessaires pour évaluer les propriétés biologiques de ces composés et

leur potentiel en tant qu'agents thérapeutiques.



I1.5 Quantification des composés phénoliques

La quantification des composés phénoliques est une méthode courante utilisée pour évaluer la
présence et la quantité de différents composés phénoliques dans un échantillon. Les composés
phénoliques totaux, les flavonoides et les tannins sont parmi les composeés phénoliques les plus
couramment quantifiés en raison de leurs propriétés antioxydantes et de leurs effets bénéfiques
sur la santé. La quantification des composés phénoliques extraits peut étre réalisée par
differentes méthodes analytiques telles que la spectrophotomeétrie et la chromatographie liquide
haute performance (HPLC). La spectrophotométrie est I'une des méthodes les plus couramment
utilisées car elle est simple, rapide et peu colteuse. La HPLC est une méthode plus précise et
sensible qui permet de séparer et d'identifier différents composes phénoliques individuellement.

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé la méthode de quantification des composés
phénoliques en utilisant la spectrophotométrie afin de déterminer la quantité de composés
phénoliques totaux, de flavonoides et de tannins présents dans 1’extrait méthanolique et ses

différentes fractions préparées a partir de notre échantillon d'algue.

11.5.1 Dosage des composés phénoliques totaux

11.5.1.1 Principe du dosage

La teneur en composés phénoliques totaux a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu.
Cette méthode est couramment utilisée pour quantifier la teneur en composés phénoliques
totaux dans un échantillon. Le principe de cette méthode repose sur la capacité des phénols a
réduire le réactif de Folin-Ciocalteu, qui est un mélange de réactifs chimiques contenant des
ions phosphotungstiques et phosphomolybdiques. Lorsque les phénols sont oxydés, ils
réduisent les ions phosphotungstiques et phosphomolybdiques en un mélange d'oxydes bleus
de tungsténe et de molybdene. Ce mélange d'oxydes bleus présente une absorption maximale
dans la région du spectre UV-Visible a environ 760 nm, qui est utilisée pour mesurer la quantité
de phénols présents dans I'échantillon. Pour ce faire, on prépare une courbe d'étalonnage en
utilisant des solutions de référence de composés phénoliques de concentrations connues.
Ensuite, on mesure I'absorbance de I'échantillon a la méme longueur d'onde et on utilise la

courbe d'étalonnage pour calculer la quantité de phénols dans I'échantillon [113].

Cette méthode est simple, rapide et peu codteuse, ce qui en fait une méthode de choix pour
quantifier la teneur en composés phénoliques totaux dans un grand nombre d'échantillons.
Cependant, il est important de noter que cette méthode ne permet pas de distinguer les différents
types de composés phénoliques présents dans I'échantillon et que des interférences peuvent se

produire en présence d'autres composants de I'échantillon.



11.5.1.2 Procédure expérimentale

La teneur en composés phénoliques totaux a eté déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu via laméthode de dosage sur microplaque adaptée par Muller etal. [113] avec quelques
modifications. 0.5mg d’extrait d’algue ont été préalablement dissous dans 1mL de méthanol a
la température ambiante. Ensuite, 20ul de la solution d’extrait ont ét¢ mélangés a 80uL de
carbonate de sodium (Na2COs). Apres agitation, 100uL du réactif de Folin-Ciocalteu dilué
(1:10) a été ajoutés, la coloration a été développée pendant 2 heures a 1’obscurité a température
ambiante. L’absorbance a été mesurée a 765 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV.

Le dosage quantitatif des produits phénoliques par le test de Folin-Ciocalteu nécessite tout
d’abord 1’établissement d’une droite d’étalonnage. Pour établir la droite d'étalonnage de I'acide
gallique, une gamme étalon contenant des concentrations connues d'acide gallique, allant de
(4.375 a 70 ug.ml-Y) , dissous dans du méthanol, a été préparée et traitée de la méme maniére
que I'échantillon réel. Huit points expérimentaux ont été réalisés pour tracer la courbe

d'étalonnage, chaque point représentant la moyenne de trois analyses.

11.5.1.3 Resultats et discussion

La détermination de la teneur en composés phénoliques totaux dans I’extrait d'algue Cystoseira
amentacea et ses différentes fractions a été réalisée a lI'aide de la méthode de Folin-Ciocalteu.
Cette méthode repose sur la réduction des ions phosphotungstate (WO42) et phosphomolybdate
(M00472) présents dans le réactif de Folin-Ciocalteu par les groupes phénoliques oxydables des
composes présents dans I'échantillon. Cette réaction chimique conduit & la formation deproduits

de réduction de couleur bleue.

Les absorbances des échantillons ont été mesurées a une longueur d'onde spécifique et
converties en concentrations de composés phénoliques en utilisant une courbe d'étalonnage

établie avec de I'acide gallique comme standard (Figure 13).
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Figure 13. Droite d’étalonnage des solutions standards d’acide gallique de

concentrations allant de 4.375 a 70 ug.ml™ obtenue par le test de Folin-Ciocalteu

La teneur en composés phénoliques équivalente a 1’acide gallique est déterminée selon la
relation ci-dessous, sachant que la concentration de chaque échantillon a tester équivalente a
I’acide gallique est obtenue par extrapolation de la valeur d’absorbance de la solution
d’échantillon ayant réagi avec le réactif de Folin-Ciocalteu dans la droite de calibration établie

pour I’acide gallique et traité de la méme maniere que 1’échantillon réel.

T=(CxV)/M

> T : Taux des composés phénoliques (ug EAG/mg PS).

» C: Concentration d’échantillon équivalente a 1’acide gallique.
» 'V :Volume d’échantillon (ml).

» M : Poids sec d’échantillon d’algue (mg).



Tableau 5. Résultats de la teneur dans I’extrait brut et ses différentes fractions

Extrait Extrait brut Fraction Fraction Fraction Fraction n-
Ether de chloroforme Acétate butanol
pétrole

Teneur en

COMpPOSES

phénoliques 56,3+0.39 53,78+0.36 4996+1.06 420,26+1.8 92,44+1.26
totaux
ug EAG/mg PS

AG: Acide gallique, EAG : équivalent d’Acide gallique, PS : Poids Sec de

Les résultats obtenus ont révélé des variations significatives de la teneur en composés
phénoligques entre I'extrait brut de I'algue brune Cystoseira amentacea et ses différentesfractions
(Figure 14). La fraction acetate d'éthyle a présenté la plus haute teneur en composes phénoliques
totaux, avec une valeur de (420,26 + 1.8 pg EAG/mg.PS) En revanche, la fraction
chloroformique a montré la teneur la plus faible en phénols totaux, avec une valeur de (49,96 +
1.06 ug EAG/mg PS). Les autres échantillons, a savoir la fraction n-butanol, I'extrait brut et la
fraction éthérique, ont montré des teneurs respectives de I'ordre de (92,44 £1.26), (56,3 £0.39)
et (53,78 + 0.36 ) ug EAG/mg PS.

Une étude mené par Fatiha Grina et al [84] a rapporté que le contenu en composeés phénoliques
totaux dans I’algue Cystoseira Amentacea est de I’ordre de (7.24 + 0.03 mg PEs/mg extract)
une valeur trés supérieure a celle trouvée dans notre étude (Extrait Brut) , Ce désaccord peut
étre d0 a différents facteurs, tels que 1’origine géographique, la procédure d’extraction et/ou le

solvant d’extraction.

Les résultats de dosage des composés phénoliques totaux peuvent ne pas étre fiables, car le
réactif de Folin-Ciocalteu peut réagir avec d'autres molécules telles que les acides aminés
aromatiques, les glucides réducteurs et la vitamine C, ce qui peut entrainer des interférences
[114]. De plus, la teneur en composés phénoliques peut varier en fonction de facteurs
environnementaux tels que la salinité, la sécheresse et I'exposition solaire, ainsi que dela

méthode d'extraction utilisée [115].

Les travaux menés par Gina De La Fuente et al [81]. ont rapporté que, I'extrait éthanolique
contenait en effet 20,3 pg CPT/mg d'extrait brut (correspondant a 6,3 mg/g d'algues séchées),
alors que dans I'extrait DMSO la teneur en composeés phénoliques était de 65,9 pg/mg d'extrait

brut (correspondant a 11,3 mg/g d'algues séchées).



Des études antérieures rapporté par Mannino A.M et al [116], montre que, L’extraction des
polyphénols a été réalisée avec de I'éthanol a 95 % et le contenu en polyphénols totaux a montré
teneur minimale en hiver (moins de 1 mg/g d'algues séchées) a une teneur maximale en été (6
mg/g d'algues séchees).

Ces résultats sont Ceci est probablement d non seulement a I'approche différente appliquée
dans les diverses etudes, c'est-a-dire aux conditions d'extraction et a la saisonnalité, mais aussi a
d'autres facteursliés a la variabilité des habitats de chaque espece, tels que l'irradiation, la

température et le niveau bathymetrique.
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Figure 14. Histogrammes exprimés en (ug.EAG/mg PS), illustrant la

teneur en composeés phénoliques dans 1’extrait brut et ces différentes

38



Ces résultats demontrent clairement que la composition en composés phénoliques varie selon
le solvant d'extraction utilisé et soulignent I'importance de choisir le solvant approprié pour
extraire et isoler efficacement les composés phénoliques présents dans les échantillons d'algues
brunes, afin de maximiser leur potentiel bénéfique pour diverses applications. En outre, cette
analyse quantitative des composés phénoliques fournit des informations précieuses pour
comparer la richesse en composés phénoliques des échantillons étudiés, ouvrant ainsi des
perspectives prometteuses pour leur utilisation potentielle dans des applications alimentaires,

pharmaceutiques ou cosmétiques.

11.5.2 Dosage des flavonoides totaux

11.5.2.1 Principe du dosage

Le dosage des flavonoides repose sur la formation d'un complexe entre les flavonoides présents
dans I'échantillon et l'ion AI*3. Cette réaction se produit en présence d'un réactif de
complexation, tel que le nitrate daluminium. Les flavonoides présents dans I'échantillon
réagissent avec I'ion Al*® pour former un complexe coloré. La mesure de I'absorbance de ce
complexe coloré est réalisée a une longueur d'onde spécifique, généralement a 415 nm, a l'aide
d'un spectrophotomeétre. L'absorbance est directement proportionnelle a la concentration en
flavonoides présents dans I'échantillon [117].

Afin d'obtenir des résultats précis, une courbe d'étalonnage est établie en utilisant des solutions
de référence contenant des concentrations connues de flavonoides. Les solutions de référence
sont traitées de la méme maniére que I'échantillon réel, en les mélangeant avec le réactif de
complexation et en mesurant leur absorbance. En comparant I'absorbance de I'échantillon a la
courbe d'étalonnage, il est possible de déterminer la concentration en flavonoides dans
I'échantillon. La courbe d'étalonnage permet d'établir une relation linéaire entre I'absorbance et
la concentration en flavonoides, ce qui permet une quantification précise des flavonoides
présents dans I'échantillon testé. Ce dosage des flavonoides est une méthode couramment
utilisee pour évaluer la presence et la concentration de ces composés bioactifs dans divers
échantillons, tels que les extraits de plantes, les aliments et les produits naturels [118].

11.5.2.2 Procédure expérimentale

La détermination de la teneur en flavonoides a été réalisé par la méthode de dosage sur
microplagque adaptée par Topic et al [119], avec quelques modifications. Pour se faire, 130 pL
de méthanol ont été ajoutés a 50 uL d’échantillon d'algue, suivis de 1'ajout de 10 puL de
potassium d'acetate et 10 pL de nitrate d'aluminium.

Le mélange a été laissé réagir pendant 40 minutes, permettant ainsi la formation d'un complexe

coloré entre les flavonoides présents dans 1’échantillon et I'ion Al* du nitrate d'aluminium. La



lecture de I'absorbance a été effectuée a une longueur d'onde de 415 nm. Pour etablir une courbe
d'étalonnage, des solutions de référence de quercétine de concentrations connues ont été
préparées et soumises au méme traitement que les échantillons. La concentration en flavonoides
dans les échantillons d'algue a été calculée en se basant sur la courbe d'étalonnage de la
quercétine. Les résultats ont été exprimés en microgrammes d'équivalents de quercétine par

milligramme d'extrait (ug EQ/mg d'extrait).

11.5.2.3 Résultats et discussion

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3)
qui réveéle les flavonoides en jaune [120], La quercétine a été utilisé comme étalon. L’absorbance
a été lue dans une longueur d’onde de 430 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une
courbe d’étalonnage (Figure 15), ayant I’équation : Y = 0,002x + 0,009 / R2 = 0,999

Les analyses quantitatives des flavonoides, sont déterminées a partir de 1’équation de la
régressionlinéaire de la courbe d’étalonnage exprimé en pg équivalent quercitrine.

Les valeurs moyennes de la concentration en flavonoides des différents échantillons testés sont
représentées dans le (Tableau 6) calculées a partir des valeurs des absorbances a une longueur
d’onde de 430 nm.
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Figure 15. Courbe d'étalonnage de la quercétine



Tableau 6. Résultats de la Teneur en flavonoides de I’extraits brut et ces différentes fractions

Extrait Extrait brut Fraction Fraction Fraction Fraction n-
éther chloroforme acétate butanol
Teneur
flavonoides

ug EQ/mgPS | 51.75+0.35 69.50+0.70 158.75+1.76 99.50+1.41 94.25+1.06

Q : quercétine, EQ : équivalent de quercétine, PS : Poids Sec de I’extrait

Les résultats de la quantification des flavonoides indiquent que, tous les échantillons testés
montrent la présence de flavonoides avec des teneurs varient entre 158.75+1.76 et 51.75+0.35
(ug EQ/mg PS) le taux le plus élevé a été détecté dans la fraction chloroformique (CHCIs) ce
qui indique sa richesse en flavonoides avec une teneur de 158.75 + 1.76 ug EQ/mg PS, suivi
par les fractions acétate d’éthyle et n-butanol avec des teneurs respectives de 1I’ordre de 99.50
+ 1.41 et 94.25 + 1.06 pg EQ/mg PS. Tandis que la fraction éthérique et 1’éxtrait brut ont
enregistres des teneurs respectives de 1’ordre (69.50 £ 0.70), (51.75 + 0.35 ug EQ/mg PS).

Les résultats ont montré gu'il existait des différences significatives dans la teneur en flavonoides
de I'extrait brut d'algue brune Cystoseira amentacea et de ses différentes fractions.

D’aprés ces résultats, le chloroforme est le meilleur solvant d’extraction qui a permis d’obtenir
la teneur la plus élevée en flavonoides par rapport aux autres échantillons.

Les résultats du dosage des flavonoides sont représentés sous forme d’histogramme comme le

montre la (Figure 16):
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Figure 16. Histogrammes de la quantité en (ug EQ/mg PS) des flavonoides

dans ’extrait brut et ces différentes fractions
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Les travaux menés par Gina De La Fuente et al [81] ont rapporté que, I'extrait éthanolique
présente une teneur en flavonoides de I’ordre 20,3 pg CFT/mg d'extrait brut (3.1 £ 0.48), alors
que dans I'extrait DMSO teneur de 65,9 pg/mg d'extrait brut (15.8 + 0.51).

Une autre étude menés par Fatiha Grina [84] a rapporté que le contenu en flavonoides totaux
dans I’algue Cystoseira amentacea est de 1’ordre de (8.53 £ 0.02mg PS/mg extract) une valeur
tres supérieure a celle trouvée dans notre étude (extrait brut), Ce désaccord peut étre da a
différents facteurs, tels que I’origine géographique, la procédure d’extraction et/ou le solvant

d’extraction.



Chapitre 111

Potentialités pharmacologiques de Cystoseira amentacea : Activités antioxydantes,

antimicrobiennes et enzymatiques

I11. 1 Introduction

Les extraits bruts de Cystoseira amentacea ont suscité un intérét croissant en raison de leurs
potentialités pharmacologiques, notamment pour leurs activités antioxydantes et
antimicrobiennes. En effet, les composés phénoliques, les flavonoides et les terpénes présents
dans ces extraits ont été identifiés comme des composés actifs responsables de ces activités
biologiques. Ces propriétés pharmacologiques des extraits bruts de Cystoseira amentacea
pourraient étre utilisées dans le développement de nouveaux agents thérapeutiques naturels
pour le traitement de maladies associées au stress oxydatif et aux infections bactériennes. Ainsi,
la caractérisation de ces extraits bruts et I'identification de leurs composés actifs pourraient
conduire a de nouvelles applications thérapeutiques prometteuses. Dans cette étude, nous avons
évalué les potentialités pharmacologiques des extraits bruts de Cystoseira amentacea en termes

d’activités antioxydante et antimicrobienne et 1’activité antidiabétique.

I11. 2 Evaluation des activités antioxydantes

I1 existe plusieurs méthodes qui ont été¢ mises au point pour 1’évaluation in vitro de l'activité
antioxydante d'un échantillon. Ces méthodes impliquent généralement la combinaison
d'espéces oxydantes, telles que des radicaux libres, avec des échantillons contenant des
antioxydants capables d'inhiber la formation de radicaux libres. Ces antioxydants peuvent agir
selon deux principaux mécanismes : soit par transfert d’atome d’hydrogéne, soit par transfert
d’¢électron [121].

Il est important de noter qu'aucune méthode unique ne peut fournir une évaluation compléte du
profil antioxydant d'un échantillon. 1l est donc recommandé d'utiliser plusieurs tests chimiques
complémentaires pour obtenir une vue d'ensemble de l'activité antioxydante. Dans notre étude,
nous avons choisi d'employer cing tests chimiques différents afin de caractériser de maniére
approfondie I'activité antioxydante de nos échantillons, a savoir, le test de piégeage des radicaux
DPPH", le test de piégeage du radical-cation ABTS™, le test de capacité antioxydante par
réduction du cuivre (CUPRAC), le test du pouvoir reducteur (FRAP) et le test de réduction par

la formation du complexe Fe?* Phenanthroline.



I11. 2.1 Test de piégeage du radical libre DPPH *

I11. 2.1.1 Description de la méthode

Le DPPHe (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable contenant des électrons
non appariés au niveau moléculaire. Contrairement a d'autres radicaux, les molécules de radical
DPPH' ne forment pas de dimeres et restent sous forme monomérique relativement stable a
température ambiante. L'utilisation de ce radical offre une méthode simple et rapide pour
évaluer l'activité de piégeage des antioxydants.

Le principe de la méthode DPPH" repose sur la reduction du radical DPPH" dans des solutions
alcooliques en présence d'un donneur d'hydrogéne (HA), impliquant & la fois le transfert d'un
atome d'hydrogene et le transfert d'électron. Lors de ce test, les antioxydants présents dans
I'échantillon réduisent le radical DPPH’, initialement de couleur violette, en DPPH-H non
radicalaire de couleur jaunatre (Figure 17). L'intensité de la couleur formée lors de la réaction
est directement liée a la capacité des antioxydants a neutraliser le radical DPPHe présent dans
le milieu. Cette réaction peut étre quantifiée en mesurant lI'absorbance de la solution a une

longueur d'onde de 517 nm a l'aide d'un spectrophotométre.
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DPPH DPPH-H
Figure 17. Réduction du radical DPPH" en présence d’un antioxydant

I11. 2.1.2 Procédure expérimentale

La capacité antiradicalaire de I’extrait brut de Cystoseira amentacea et de ses différentes
fractions a été déterminée par la méthode DPPH adaptée par M.S. Blois [122]. Pour réaliser le
test, 40 pL de chague solution ont été mélangés avec 160 pL d'une solution méthanolique de
DPPH a 0,004% (p/v). Les mélanges ont été incubés dans I'obscurité et a température ambiante
pendant 30 minutes. Simultanément, une solution blanc contenant 40 pL de méthanol et 160
pL de solution DPPH a été préparée dans les mémes conditions. L'activité antiradicalaire a été
évaluée en mesurant I'absorbance des échantillons a 517 nm a l'aide d'une microplaque.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition I % selon la formule suivante :



AbSBlanc + Abséchantillon x 100
AbSBlanc

1% =

» 1% : Pourcentage d’inhibition de DPPH.

» Abs Blanc : Absorbance du blanc.

» Abs Echantillon : Absorbance de I’extrait.
I11. 2.1.3 Résultats et discussion

L’analyse des résultats montre que I’augmentation de la concentration a fait augmenter le
pourcentage d’inhibition, L’interprétation des résultats de 1’activité antiradicalaire par la
méthode de DPPH" est exprimée en concentration efficace (CEsg). Ce parametre est défini
comme étant la concentration d’antioxydant qui provoque une perte de 50% de D’activité de
DPPH' [123].

Toutes les fractions testées, a I’exception de I’extrait brut et de la fraction n-butanol, ont révélé
une activité antioxydante significative avec des CEso inférieures a 40 pug/ml. En particulier, la
fraction éther de pétrole a présenté une activité de (22,72 £ 2,14 pg/ml), la fraction chloroforme
amontré une activité de (29,82 + 1,24 ug/ml), et la fraction acétate d’éthyle a montré une activité
de (36,12 + 3,33 pg/ml). Ces résultats soulignent I’importante activité antioxydante de ces
fractions. Cependant, en comparaison avec les antioxydants standards, tous les échantillons

testés se sont révélés moins actifs.



Tableau 7. Variation des taux de piégeage du DPPHe en fonction des différentes concentrations des échantillons testés

12,5 25 50 100 200 400 800 CEso (W/ml)
Extrait brut NA 6,02 +1,18 1156 +194 2547+1,43 47,15+3,37 73,13+0,18 81,26+1,85 242,43+7,21
Fraction ether 3448+381 5758+217 80,14+0,74 8350+0,37 86,51+057 86,51+0,27 SAT 22,72 +2,14
Fraction chloroforme 29,77£3,01 4780x0,57 70,25+1,14 81,85%0,62 SAT SAT SAT 29,82+1,24
Fraction acétate 25,64 +£6,86 40,02+7,72 62,70£0,71 79,44+245 83,44+0,57 SAT SAT 36,12 + 3,33
Fraction n.butanol 1,95+2,76 8,39 +£1,15 13,79+189 27,34+139 48,48+329 73,81+0,17 81,73+1,80 238,95+ 3,38
0.78125 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 CEso (W/ml)
Trolox 6.42 +£0.91 13.33+2.14 30.19+0.67 61.48+298 87.16+0.28 88.46+0.11 87.72 +£0.47 512 +0.21
Acid Ascorbique 0.31+£1.02 1290+0.28 29.69+0.39 76.67+0.37 8494+084 87.78+0.49 86.36 + 0.21 439+0.01
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Figure 18. Comparaison des valeurs de CE50 de I’extrait brut, des

fractions et desantioxydants standards
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I11. 2.2 Piégeage du radical ABTS ™

I11. 2.2.1. Description de la méthode

Le principe du test de mesure de ’activité anti-radicalaire par la méthode ABTS repose sur la
réduction du cation radicalaire ABTS"" et la décoloration subséquente de la solution. Lorsque
le radical ABTS"" est réduit, il est converti en une forme non radicalaire, ce qui entraine une
diminution de I'absorbance a 734 nm. Cette diminution de I'absorbance est mesurée a l'aide d'un
spectrophotometre et est directement proportionnelle a la concentration d'antioxydants présents
dans I'echantillon [124].
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Figure 19. Génération de cations radicaux ABTS"" a l'aide de persulfate de potassium et sa
réaction avec l'antioxydant AH

111. 2.2.2 Procédure expérimentale
L'activité de piégeage de ’ABTS"" a été déterminée selon la méthode décrite par R. Re et al.
[125], avec de quelques modifications. Pour générer le radical cationique ABTS™, une réaction
aété réalisée entre 7 mM d'ABTS et 2,45 mM de persulfate de potassium. Le mélange a été
incubé dans I'obscurité a température ambiante pendant 12 a 16 heures jusqu'a I'obtention d'une
solution de couleur bleu-verdatre. Ensuite, I'absorbance de la solution a été mesurée a une
longueur d'onde de 734 nm et diluée avec du méthanol pour atteindre une absorbance de 0,70
+ 0,02. Pour effectuer le test, 160 pL de la solution d'ABTS™* sont mélangés avec 40 uL de
chaque échantillon a tester, ainsi que des échantillons de controle positifs contenant du (trolox et
acide ascorbique) a différentes concentrations. Le mélange est ensuite incubé dans I'obscurité a
température ambiante pendant 10 minutes. Apres incubation, les absorbances sont mesurees a

734 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques a 96 puits. En comparant les valeurs d'absorbance



obtenues avec un blanc (contréle), les pourcentages d'inhibition pour chaque concentration sont

calculés a I'aide de I'équation suivante :

Abs + Abs, ;
ABTS inhibition % = Controle échantillon % 100

Abs(,‘ontrole

» Abs échantillon : Absorbance a 734 nm du melange réactionnel (échantillon + ABTS).

> Abs contrdle : Absorbance a 734 nm du mélange sans échantillon (méthanol + ABTS)

111.2.2.3 Résultats et discussion

Comme décrit précédemment pour le test DPPH, la capacité de I'extrait brut et ces différentes
fractions a inhiber le radical ABTS™" obtenu a partir d'ABTS est exprimé par concentration
efficace (CEsp).

Les résultats de I'évaluation de I'activité antioxydante par la méthode ABTS ont montré que la
fraction éther de pétrole (4,19 £ 0,19 pg/ml) et la fraction chloroforme (5,61 £ 0,47 pg/ml) de
I'algue Cystoseira amentacea présentaient une activité antioxydante plus élevée que la fraction
n-Butanol (21,44 £ 0,58 pg/ml) et I'extrait brut (22,59 + 0,16 pg/ml).

Ces résultats sont en bon accord avec les résultats du test DPPH. Cette similitude est

certainement due aux mécanismes réactionnels mis en jeu.



Tableau 8. Variation des taux de piégeage de I’ABTS™" en fonction des différentes concentrations des échantillons

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 CEso (Mg/ml)
Extrait brut 16,10 + 6,43 23,42 + 2,89 39,09+250 52,24+1,09 72,53 + 3,97 90,03 + 1,55 SAT 22,59+ 0,16
Fraction éther 43,71 + 2,29 62,09+ 1,78 92,95 +0,21 SAT SAT SAT SAT 417 +0,19
Fraction chloroforme 41,60 £ 2,25 52,46 = 1,87 72,57 £358 92,77 £0,74 SAT SAT SAT 5,61 0,47
Fraction acétate SAT SAT SAT SAT SAT SAT SAT SAT
Fraction n.butanol 22,64 +9722 2558+ 18,64 36,88+1,42 5514+1,39 92,15+0,19 92,78+ 0,29 93,45+1,33 21,44 + 0,58
0.78125 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 CEso (ug/ml)
Trolox 14.74 + 0.37 26.15 +0.65 51.70+ 151 89.72 + 0.67 92.89 £ 0.19 92.89+0.19 91.84+1.19 3.21 +£0.06
Acide Ascorbique 13.43+0.82 28.76 + 0.67 5294 +0.94 93.21 +£0.11 93.08 +0.19 92.40+0.88 92.96+0.11 3.04 £0.05
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Figure 20. Comparaison des valeurs de CEs de I’extrait brut, des différentes

fractions et des antioxydants standards
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I11. 2.3 Test de détermination du pouvoir réducteur FRAP

I11. 2.3.1 Principe de la méthode

Le pouvoir réducteur de I'extrait est étroitement lié a son activité antioxydante. Le principe de
la méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) repose sur la capacité des antioxydants
présents dans un échantillon a réduire le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe?") dans le
complexe KzFe(CN)s détecté a une longueur d'onde de 700 nm. Initialement, le fer ferrique
présente une couleur jaune, mais il se réduit en présence d'un agent donneur d'électrons,
entrainant un changement de couleur vers un bleu clair. Ce changement de couleur est
proportionnel a I'effet antioxydant des extraits. L'intensité de I'absorbance est proportionnelle a
la capacité réductrice des antioxydants présents dans I'échantillon. Ainsi, plus I'absorbance est

élevée, plus l'activité antioxydante est importante [126].
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Figure 21. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridy-s-tri-azine ferrique Fe(111)-TPTZ et un antioxydant

I11. 2.3.2 Procédure générale

L'activité réductrice de chaque extrait de Cystoseira amentacea est déterminée selon la méthode
de Oyaizi [127] avec quelques modifications mineures. Dans cette méthode, 10 pL d'extrait
sont mélangés avec 40 L de solution tampon phosphate (pH 6,6), puis 50 uL de ferricyanure
de potassium (1%) (K3Fe(CN)6) sont ajoutés. Le mélange est ensuite incubé a 50°C pendant
20 minutes. Apres l'incubation, 50 pL d'acide trichloroacétique (TCA) (10%), 40 pL d'eau et
10 pL de chlorure de ferrique (FeCl3) (0,1%) sont ajoutés. Les valeurs d'absorbance sont

ensuite
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mesurées a 700 nm, et les résultats peuvent étre exprimés en tant que valeurs FRAP en utilisant

la formule suivante:

Abs; illon + AbS
Valeur FRAP = échantillon Controle % 100

Absstandard - AbSControle

» Abs échantillon : Absorbance a 700 nm de I’échantillon
» Abs Standard : Absorbance a 700 nm du standard

111.2.3.3 Résultats et discussion

Les résultats obtenus avec ce test différent de ceux obtenus avec la méthode de piégeage du
radical DPPH.

Ces résultats montrent que la fraction acétate d'éthyle de I'espéce Cystoseira amentacea
présente un pouvoir antioxydant plus élevé que les autres fractions avec une valeur de Aos de
(3,63 + 0,24 pg/ml), suivie par la fraction éther de pétrole avec une valeur de (13,15 + 0,40
pg/ml), et enfin les fractions n-Butanol et chloroforme avec des valeurs respectives de (30,98 +
0,44 pg/ml) et (41,85 £ 1,52 pg/ml).

Malgré le pouvoir réducteur important observé dans les différentes fractions, leurs valeurs de
Ao restent inférieures a celles enregistrées par I'antioxydant de référence, l'acide ascorbique
(3,62 £ 0,29 pg/ml), a I'exception de la fraction acétate qui a montré un excellent résultat avec
un pouvoir réducteur similaire a celui de I'acide ascorbique (3,63 £ 0,24 pg/ml) et supérieur a
celui du trolox (5,25 £ 0,20 pg/ml).



Tableau 9. Variation des absorbances en fonction des différentes concentrations des échantillons

0.78125 1.5625 3.125 6.25 12,5 25 50 Aos(ug/ml)
Extrait brut 0,10+0,05 0,14+0,00 0,16+0,01 0,17+0,00 0,19+0,01 0,25+0,01 0,32+0,02 >50
Fraction ether 0,15+0,00 0,18+0,02 0,22+0,02 0,32+0,02 048+0,01 083+0,05 0,95+0,22 13,15+0,40
Fraction chloroforme | 0,14+0,01 0,14+0,01 0,15+0,09 0,21+0,02 0,28+0,03 0,39+0,07 0,57%+0,02 4185+1,52
Fraction acétate 0,22+0,02 029+004 045+003 063+0,02 0,73+£0,49 095+0,22 122+0,04 3,63+0,24
Fraction n.buatnol 0,0+0,01 0,0+x0,01 0,17+0,02 0,25+0,04 0,37+0,04 041+£000 0,73+£0,07 30,98+0,44
0.0976 0.195 0.390 0.781 1.562 3.125 6.25 Aos(ug/ml)
Trolox 0.07+0.00 0.08+0.00 0.09+0.01 0.13+x0.00 0.19+0.02 0.28+0.05 0.60+0.04 5.25+0.20
Acid ascorbique 0.07+0.00 0.09+0.01 0.12+0.01 0.17+0.01 0.25+0.02 0.47+0.03 0.79+£0.09 3.62+0.29
100 Extrait Brut
__ a0 M Fraction Ether
=
= 60 Fraction Chlorofome
=3
g 40 M Fraction Acétat
< 20 . l M Fraction n-Butanol
- :; =
. ) ) . . . WBHT
& & & & LR BHA
‘é’b 00 O‘O .Q(\v‘ ﬂ\g)\)
A N
< & &

Fractions et des antioxydants standards

52

Figure 22. Comparaison des valeurs d’Aqsode I'extrait brut, des



I11. 2.4 Capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

I11. 2.4.1 Description de la méthode

La méthode CUPRAC implique la réduction du complexe de cuivre (1) (Neocuproine) (Cu(ll)-
Nc) en présence d’un antioxydant, ce qui conduit ainsi a la formation du complexe chromogéne
de cuivre (I) (Neocuproine) (Cu(l)-Nc) de couleur jaune orangé montrant une absorption
maximale & 450 nm (Figure 23). Dans cette réaction, les groupes Ar-OH des antioxydants

phénoliques réactifs sont essentiellement oxydés en quinones correspondantes (Ar)-O [128].
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Figure 23. Réduction du complexe chromogene de (Neocuproine) (Cu(l1)-Nc)

I11. 2.4.2 Procédure expérimentale

La réduction du cuivre a été déterminée par la méthode CUPRAC décrite par Apak et al [129].
Dans une microplaque de 96 puis, 50 uL de chaque échantillon a tester a différentes
concentrations ont été mélangées avec 50 puL Cu (I1) (10 mM), 50 pL Neocuproine (7,5 mM),
et 60 pL de solution tampon NH4Ac (1 M, pH =7,0). Aprés 60 min d’incubation & tempeérature
ambiante et & I’abri de la lumiére, I'absorbance a été mesurée a 450 nm. La capacité de réduction
des échantillons a été comparée a celles du BHA et BHT. Les résultats ont été calculés a titre

d’Aos (ug/ml) correspondant & la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.

I11. 2.4.3 Résultats et discussion

Les résultats de 1’activité antioxydante par la méthode CUPRAC (tableau 10) indique que
I'extrait brut présente la valeur Aos la plus élevée (139,95 £ 2,12 pg/ml), suivie par la fraction
chloroforme et la fraction n-Butanol (43,62 + 0,96 pg/ml) et (24,20 + 0,75 pg/ml)
respectivement. La plus faible valeur est obtenue par la fraction acétate (15,19 + 0,46 pg/ml),
suivie de pres par la fraction éthérique (17,35 + 0,08 ug/ml). Ces valeurs se rapprochent de

celles obtenues avec la méthode du pouvoir réducteur FRAP.



Extrait brut
Fraction éther
Fraction chloroforme
Fraction acétate
Fraction n.buatnol
BHT
BHA

Tableau 10. Variation des absorbances en fonction des différentes concentrations des échantillons

3.125 ug
0,10 + 0,00
0,15+ 0,01
0,15+ 0,03
0,22 + 0,02
0,19+ 0,02

0.19+0.01
0.46 £ 0.00

Aos0 Hg/ml

16
14
12
10

6.25 ug
0,12 + 0,00
0,21+ 0,02
0,17 + 0,04
0,29 + 0,07
0,17+ 0,09

0.33+0.04
0.78+0.01

12.5 pg
0,14 + 0,01
0,29 £ 0,02
0,20 + 0,05
0,38 + 0,03
0,41 + 0,07

0.66 + 0.07
1.34+£0.08

25 g
0,19 £ 0,00
0,61+0,42
0,21 +0,00
0,92 + 0,03
0,50 + 0,00

1.03 +£0.07
2.36 £0.17

50 ug 100 pg 200 ug
0,22+0,01 0,36+0,04 0,65+0,05
0,87+0,07 166+0,07 2,87+0,02
0,62+0,02 106+084 245+0,11
1,36 £+0,08 1,75+0,44 2,54 +0,02
0,72+0,02 148+0,07 218+0,12

148+0.09 204+014 232+0.28
345+0.02 3.76+0.03 3.93+0.01

M Extrait Brut

M Fraction Ether

Fraction Chlorofome

M Fraction Acétat

M Fraction n-Butanol

0
—
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-
—
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Figure 24. Comparaison des valeurs d’Agso de 1’extrait brut, des

Fractions et des antioxydants standards
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Ao.s0 pg/mi
139,95 +2,12
17,35+ 0,08
43,62 £ 0,96
15,19 + 0,46
24,20 £ 0,75

9.62 + 0.87

3.64+£0.19



I11. 2.5 Activité de réduction par la formation du complexe Fe**-Phenanthroline

I11. 2.5.1 Description de la méthode

Cette activité est basée sur la formation du complexe Fe?*- phenanthroline a partir du fer aqueux
du fer sous sa forme ferreuse réduite (Fe?*) qui peut étre déterminé par spectrophotométre et

1,10-phenanthroline (synonyme= orthophénanthroline), en solution acide (PH 3-4 ) Figure (25)

On peut citer ce complexe sous le nom de férroien , il est de couleur rouge-orangée fonce , c’est
I’indicateur d’oxydoréduction le plus couramment utilisé en chimie. cet ion complexe
octaédrique est soluble et stable en solution aqueuse la mesure de son absorbance et a 510 nm

dans le spectrophotometre des microplaques [130].

Rivaroxaban
Fe* Fo2t

Fe* M —N N—

\ / /

1.10 Phenanthroline

Iron(ll) 1.10 Phenanthroline complex

Figure 25. Formation du complexe Fe?*- phenanthroline & partir du
fer aqueux

I11. 2.5.2 Procédure générale

L’activité de réduction par la formation du complexe Fe?* - phenanthroline des échantillons est

déterminé par la méthode décrite par (szyddlowska-czermiaka,2008) [131].

10 ul de chaque extrait et 50 ul de FeClz (0.2%) est ajouter dans les puits de micro-platre, 30
ul phenanthroline (0.5%) a été rajouter a la solution et finit par 110 ul MeOH, sans oublier le
blanc (selon la méme méthode sauf 1’extrait on le remplace par le méthanol). Le mélange a éeté
agité fortement et incubé pendant 20 min dans I’étuve a une température de 30°C, puis on

mesure 1’absorbance a une longueur d’onde de 510 nm.

Les résultats ont été calculés en Aos (ug/ml), ce qui ressemble & une concentration présentant
une absorbance de 0.50. Les standards utilisés dans les mémes conditions réactionnelles sont :

BHT et BHA.



I11. 2.5.3 Résultats et discussion

Notre résultats montrent que la fraction éther de pétrole de I'espéce Cystoseira amentacea
possedent un pouvoir antioxydant plus élevé que les autres fractions avec une valeur de Aos de
(1,45 + 0,07 pg/ml), suivie par la fraction acétate d'éthyle avec une valeur de (2,72 + 0,38
pg/ml), et enfin les fractions chloroforme et n-Butanol avec des valeurs respectives de (4,15 +
0,40 png/ml) et (4,25 + 0,93 pg/ml), alors que I’extrait brut présent un pouvoir antioxydant le
plus bas par rapport aux fractions avec une valeur (15,68 + 1,93 pg/ml).

A travers nos précédents résultats, le pouvoir antioxydant observé elle est important dans les
différentes fractions, la valeur Aos de la fraction éther de pétrole et acétate d'éthyle elle est
inférieur a celles enregistrées par I'antioxydant de référence, BHA (3.08 + 0.02 pug/ml) et BHT
(5.21 £ 0.27 pg/ml) ce qui montré que ces deux fractions sont plus actifs.

Tandique que la fraction chloroforme et n-Butanol qui a montré un excellent résultat avec un
pouvoir antioxydant inférieur a celui de BHA (3.08 = 0.02 pg/ml) et supérieur a celui du BHT
(5.21 £ 0.27 pg/ml).

L’extrait brut possédent un pouvoir antioxydant moins important que celle du BHT et BHA.

En comparaison avec les antioxydants standards, toutes les fractions testées sont révélées plus
actifs.



Tableau 11. Variation des absorbances en fonction des différentes concentrations des échantillons

Extracts 0.78125 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 Aos (ng/ml)
Extrait brut 029+002 0,31+002 034+006 038007 043+0,06 055+006 066+008 1568 +1,93
Fraction éther 036+004 052x001 062+£000 0,78+x0,14 107+0,21 126+0,18 1,75+£0,22 1,45+ 0,07
Fraction chloroforme | 0,25+0,08 0,37+0,02 044+0,02 059+0,10 065+0,28 0,66+0,14 0,78+0,26  4,15+0,40
Fraction acétate 0,33+0,03 0,38+0,13 056+005 0,72+0,04 080+0,02 118+0,63 1,25+0,23 2,72 £ 0,38
Fraction n.butanol 0,37+002 038+0,01 044+007 057+002 080+008 112+004 1,14+010 4,25+0,93
0.0976 0.195 0.390 0.781 1.562 3.125 6.25 Aos (ug/ml)
BHT 025+£001 024x001 026+£0.01 026x0.00 0.32+0.01 0.38+0.01 0.56£0.02 5.21+0.27
BHA 026+001 0.29+0.00 029+0.02 031+0.01 0.37+0.01 050+0.00 0.80+0.00 3.08+0.02
150 M Extrait Brut
100 M Fraction Ether
% - m Fraction Chlorofome
jL-E . [ ] I [ ] . ] B Fraction Acétat
< .3;‘& & Koé‘e’ véé\& 0@00\ & & m Fraction n-Butanol
&S o
& & .00& « &° &oo‘\ - BHT
& &

BHA

Figure 26. Comparaison des valeurs d’Aoso de 1’extrait brut, des fractionset

des antioxydants standards
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111.3 Evaluation de P’activité antidiabétique (Inhibition de I'amylase)
111.3.1 Description de la méthode

L'inhibition enzymatique est une méthode courante et importante pour la découverte de
nouveaux medicaments et le traitement des maladies humaines. 1l existe plusieurs enzymes dont
I'inhibition est considérée comme une cible pour le traitement ou la prévention des maladies
associées. Par exemple, les cholinestérases (maladie d'Alzheimer), les cyclooxygénases
(inflammation), I'amylase et la glucosidase (diabéte sucré) et I'enzyme de conversion de
I'angiotensine (hypertension) sont des enzymes cibles thérapeutiques importantes, L'activité

inhibitrice de I'a-amylase a été réalisée a I'aide de la technique iodure de potassium (KI).

COOH COOH
- OH
OH
Reducing sugar
- 0N NH,
O;N NO, 100°C
Absorbance maximum at 540nm
DNSA

Figure 27. Reduction du sucre par la méthode DNSA

111.3.2 Procédure générale :

L'activité inhibitrice de I'a- amylase a été réalisée en utilisant la méthode de G. Zengin et al.
[132]. Dans une plaque & 96 puits, 25 pL d’échantillonprépare dans du méthanol a différentes
concentrations a été mélangé avec 50 uL d’une solutiond' o- amylase (1U/ml) préparé dans un
tampon phosphate (pH 6,9) avec du chlorure de sodium(6 mM), le tout est incubé pendant 10
min a 37 ° C. La réaction a été initiée par I'addition de50 pul d'une solution d'amidon a 0,1% .
Le mélange réactionnel a été incubé pendant 10 min a37 ° C. Ensuite, la réaction a éte stoppée
par l'addition de 25 ul d’HCI (1 M), suivie par I'ajoutde 100 pl de la solution iodure de potassium
(KI). L’absorbance a été mesurée a 630 nm. Les résultats peuvent étre exprimé en calcul de

pourcentage d’inhibition :



(Ac — Ae) — (As — Ab)
(AC - Ae)

INH% =1 —

Ac=Absorbance [Amidon+KI+HCI+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]
Ae=Absorbance [Enzyme+Amidon+KI+HCL+ Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+KI+HCI]

Ap=Absorbance [Extrait+KI+125ul de tampon]

111.3.3 Résultats et discussion

Les résultats obtenus (Tableau 12) révelent que I'extrait brut et ses quatre fractions ont une activité
inhibitrice de 1'a-amylase. La fraction chloroforme (CEs0=304,73 + 1,60 pug/mL) et la fraction
acétate (CEso=1143,55 + 63,45 pg/mL) présentent une activité plus élevée que celle de I'acarbose
(CE50=3650,93 + 10,70 pg/mL). La fraction chloroforme est onze fois plus puissante que le
standard, tandis que la fraction acétate est trois fois supérieure a l'acarbose. Ces résultats
suggerent que ces deux fractions pourraient étre utilisées comme agents antidiabétiques.

Une étude réalisée par R, Yesmin et al [133] a montré que les composeés polyphénoliques peuvent
inhiber l'activité des enzymes hydrolysant les glucides, comme 1'a-amylase et 1'a-glucosidase, en
raison de leur capacité a se lier aux protéines [134].

Les résultats de cette étude soutiennent l'utilisation de ces espéces d'algues marines comme source

prometteuse de molécules bioactives pour les industries pharmaceutiques dans le traitement du
diabéte [135].



Tableau 12. Inhibition de I’a. amylase par 1’extraits brut ces différentes fractions

% d’inhibition

Extraits

Extrait brut
Fraction éther de pétrole
Fraction Chloroforme
Fraction acétate d’éthyle

Fraction n-butanol

Acarbose

25 Ug

4,89 + 3,31
NA
5,74 +0,25
3,16 +£ 0,34

NA
62,5 ug

7,76 +0,17

50 ug

5,01+1,24
NA

9,45+ 0,76

4,08 + 0,06

NA
125 ug

8,08 +£ 0,30

5000

4000

CExg (g/ml)

100 pg

8,25+ 1,98
NA
16,73 + 1,27
5,94 + 0,27

NA
250 pg

9,46 +0,11

200 pg

9,05+ 0,46
NA
29,04 + 2,09
8,44 +1,28

3,53+0,27
500 pg

10,70 £ 0,96

400 pg

13,95+ 2,31
12,96 + 2,21
71,01 +5,17
25,19 + 4,80

4,85 + 1,57
1000 pg

31,81 +2,89

MW Acarbose

MW Extrait Brut

800 g

19,53 +1,03

24,22 + 3,73
SAT

39,25 + 2,29

14,91 +2,14
2000 pg

37,21 £ 3,54

M Fraction éther
Fraction chlorofome
M Fraction acétat

M Fraction n-butanol

Figure 28. Valeurs d’CEso du test d’inhibition de I’a amylase
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1600 g

33,22 +£0,94
41,40 + 2,26
SAT
70,09 + 5,80

17,85 + 4,08
4000 pg

53,05 + 1,59

CEso (ng/ml)

>1600
>1600

304,73 £1,60
1143,55 + 63,45

>1600
CEso (1g/ml)

3650,93 + 10,70



I11.4 Evaluation des activités antimicrobiennes

Les produits naturels marins constituent une riche source de composé chimiquement différents
qui peuvent étre utilisés pour développer de nouveaux, potentiels et utiles agents thérapeutiques
parmi les ressources marines, les algues ont été signalés comme présentant des effets
antimicrobiens contre plusieurs agents pathogens. Les phlorotannins dérives d’algues brunes ont

été considérés dans la perspective de leur potentielle activité antimicrobienne [136].

L’¢étude de I’activité antibactérienne des cinq (05) échantillon, a savoir 1’extrait brut ainsi que
les fractions éther de pétrole, chloroforme, acétate d’éthyle et n-Butanol de 1’algue Cystoseira
amentacea, a été réalisée les fractions éther de pétrole, chloroforme, acétate d’éthyle et n-
Butanol de I’algue Cystoseira amentacea, a été réalisée en utilisant la méthode de diffusion des
disques en milieu gélosé. Cette étude a €été menée au laboratoire de bactériologie de
1’Etablissement Hospitalier Public, EHP FABOR.

Dans cette étude, nous avons utilisés des souches bactériennes de référence (ATCC) fournies
par le laboratoire d’hygiéne de 1’Etablissement Public Hospitalier Ferroudja Blida Repiquage
des souches microbiennes

Les souches bactériennes sont ensemencées dans un premier temps a 1’aide d’une pipette
pasteur dans un tube a essai contenant du boillon nutritif puis incubées a 37°C pendant 24h, afin
de stimuler leur développement apres la croissance, ces souches sont repiquées sur des boites
pétrie content le milieu Mueller- Hinton et incubées pendant 24 h et 48h respectivement dont

le but est I’obtention des souches jeunes [137].
111.4.1 Préparation de la suspension microbienne « I’inoculum »

Les suspensions microbiennes sont préparées par prélevement de 3 a 5 colonies bien isolées,
parfaitement identiques et bien séparées d’une culture fraiche (jeune) de 24 h pour les bactéries
et les metres dans 5 ml de 1’eau physiologique et bienagiter au vortex pendant quelque seconde
[138].

Figure 29. Préparation de lasuspension microbienne
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111.4.2 Préparation des concentrations d’extraits a tester et milieux de culture

Les 5 échantillons a tester ainsi que 1’antibiotique de référence sont préparer a une concentration
de 20 mg/ml (méme concentration pour tous les échantillons) dans le méthanol. Les milieux
gélosés déja liquéfiés dans un bain marie M.H (Muller-Hinton) sont versés sur des boites de

pétri a raison de 15 ml par boite.
111. 4.3 Ensemencement et dépot des disques

1ml de la solution microbienne et aseptiquement dépose et étaler sur la surface dela gélose a I’aide
d’un étalon ou un écouvillon. Les disques en cellulose stériles, imbibés d’unequantité de chaque
échantillon d’algue, sont déposéssur la surface de la gélose. Les boites sont laissées a 4°C pendant
4 h afin de permettre unebonne diffusion d’extraits [139].

L’incubation est effectuée a 37°C pendant 24 H. La lecture se fait par mesure des diametres des

zones claires autour des disques (zone d’inhibition) a I’aide d’un pied a coulisse.
I11. 4.4 Résultats et discussion

La mesure des diamétres des zones d’inhibitions permet la détermination in vitro de I’activité
antibactériennes. Les résultats de I’activité antibactérienne qui a été réalisée sur les différents
¢chantillons de 1’algue Cystoseira amentacea sont regroupés dans le (tableau 13).

Les différents échantillons avaient une activité plus ou moins importante selon la nature de la souche
et le milieu de culture utilisé.

Le diamétre de la zone d’inhibition exprimé en millimétre [140], est mesuré a 1’aide d’une régleou
d’un pied a coulisse pour les différentes concentrations autour des disques.On définit la sensibilité
d’un germe comme étant nulle pour un diametre inférieur ou égal a 8 mm, la sensibilité est limitée
pour un diametre compris entre 8 et 14 mm, moyenne pour un diametre entre 14 et 20mm. Pour un
diamétre supérieur ou égal a 20 le germe est trés sensible [140].

La comparaison entre I’extrait brut et les différentes fractions a montré que la fraction éthérique
était la plus active car elle a donné les plus grandes zones d’inhibition des bactéries.

Les résultats de I’activité antibactérienne (tableaul3), montrent que les réponses sont trés variables
en fonction de la souche testée, du type d’échantillon. La fraction éthérique montre une bonne
activité antibactérienne contre Bacillus subtilis, Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocytogenes etStaphylococcus aureus avec des diameétres d’inhibition
entre 20 mm et 40 mm, et une activité antibactérienne modérée contre Micrococcus luteus avec un
diamétre de 35 mm. Concernant les souches Enterobacter et Bacillus cerous aucune zone

d’inhibition n’at été constaté autour de disque.
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Figure 30. Aromatogramme de la bacterie a Gram positive Bacillus cereus testée avec les

fractions de Cystoseira amentacea

En ce qui concerne I’antibiotique qui a fait I’objet de notre étude (Amoxicilline), il a donné des
résultats satisfaisants sur toutes les souches étudiées avec des zones d’inhibition entre 47 et 39 mm
respectivement.

Les résultats obtenus peuvent étre interprétés par la forte présence des composés terpéniques dans
I’extrait éthérique. Ces composés sont a la base d'une catégorie de molécules de grande importance
biologique. Ils sont connus pour étre antimicrobiens Rakshit_K et al [141], donc sa présence

avec une intensité importante due a I’augmentation de 1’activité antimicrobienne.

Les composés phénoliques, tels que les acides phénoliques, les flavonoides et les tanins, font partie
des groupes de polyphénols les plus importants sur le plan phytochimique [142]. Ces composés se
distinguent par leurs fortes capacités de réticulation et de dénaturation des protéines. Des études

sur l'activité antimicrobienne ont révélé des variations de sensibilité aux composés phénoliques et
aux acides phénoliques [143].
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Figure 31. Aromatogramme de la bactérie & Gram négative Enterobacter Tumefaciens testée

avec les fractions de Cystoseira amentacea


https://fr.wikipedia.org/wiki/Antimicrobien

Tableau 13. Résultats de 1’antibiogramme des extraits de Cystoseira Amentacea

Bactéries [C](mg/ml) Extrait Brut Fraction Fraction Fraction Fraction Blanc
% Ether chloroforme Acétate n-butanol (Méthanol)
O

mg /ml D S D S D S D S D S D S
Bacillus subtilis 20 20 30 / 20 15 0 /
Bacillus cereus 20 / / / 26 24 0 /
Staphylococcus aureus 20 12 20 15 16 12 0 /
Micrococcus luteus 20 34 35 37 35 25 0 /
Listeria monocytogenes 20 25 32 21 22 16 0 /
Enterobacter 20 / / 17 / / 0 /
Enterobacter Tumefaciens 20 14 20 13 17 16 0 /
Agrobacterium 20 19 40 15 23 15 0 /

Tumefaciens

Pseudomonas Aeruginosa 20 33 38 28 18 15 0 /

Méthanol : Controle négatif ; C : concentration ; D : diamétre de la zone d’inhibition en mm ; S :

Sensibilité ; - : Résistante ; + : Sensible ; ; ++ : Trés Sensible



Conclusion générale

L'Algérie, dotée de plus de 1200 km de cotes le long de la mer Méditerranée, abrite une
biodiversité marine riche et une grande variété d'organismes marins et d'algues, qui pourraient
constituer une source intéressante pour la pharmacologie marine. Parmi ces algues, la
Cystoseira amentacea, une algue brune largement répandue dans les zones cotieres, a attiré
I'attention en raison de ses propriétés biologiques et de sa richesse en composés bioactifs.

Le principal objectif de cette étude était de réaliser une analyse approfondie de l'algue
Cystoseira amentacea afin de caractériser sa composition chimique et d'évaluer son potentiel
pharmacologique en vue de découvrir de nouveaux medicaments et produits naturels.

Dans cette étude, nous avons d'abord fourni une approche générale sur les algues marines, en
se concentrant sur la systématique et la taxonomie des algues brunes du genre Cystoseira
amentacea.

Nous avons réalisé une extraction hydroalcoolique (80/20) de l'algue brune Cystoseira
amentacea, suivie d'extractions liquide-liquide avec différents solvants de polarités croissantes
: I'éther de pétrole, le chloroforme, I'acétate d'éthyle et le n-butanol. Les résultats obtenus ont
révélé que le rendement d'extraction des quatre fractions variait entre 0,1% et 0,4%.

Le screening phytochimique de l'extrait brut de l'algue Cystoseira amentacea et de ses
différentes fractions a mis en évidence une grande diversité de composés bioactifs tels que les
tanins, les flavonoides, les stérols, les terpénes, les phlorotannins, les diterpénes et les
alcaloides. La présence et l'intensité de ces composés variaient selon les fractions.

Pour quantifier les composés phénoliques et les flavonoides totaux présents dans I'extrait brut
et ses différentes fractions, nous avons utilisé des méthodes de dosage spectrophotométriques.
Les résultats ont montré que la fraction acétate d'éthyle présentait la plus haute teneur en
composés phénoliques totaux, avec une valeur de (420,26 + 1,8 pg EAG/mg.PS). En revanche,
la fraction chloroformique avait la teneur la plus faible en phénols totaux, avec une valeur de
(49,96 = 1,06 ug EAG/mg PS). Quant aux flavonoides totaux, la fraction chloroformique
présentait le taux le plus éleve, avec une teneur de (158,75 + 1,76 ug EAG/mg.PS). L'extrait
brut avait la teneur la plus faible en phénols totaux, avec une valeur de (51,75 + 0,35 ug EQ/mg
PS).

Des évaluations pharmacologiques approfondies ont été menées pour déterminer les propriétés
biologiques de Cystoseira amentacea, notamment son activité antioxydante, enzymatique et

antimicrobienne, a travers des études in vitro.



Le potentiel antioxydant des produits phénoliques de I'extrait hydroalcoolique (extrait brut et
ses différentes fractions) a été évalué par diverses méthodes, telles que le piégeage du radical
DPPHze, le piégeage du radical-cation ABTSe+, la capacité antioxydante par réduction du cuivre
CUPRAC, le pouvoir réducteur FRAP et la réduction par la formation du complexe Fe2+-
Phenanthroline. Les résultats ont montré que tous les échantillons testés présentaient une
activité antioxydante potentielle, avec des proportions variables selon le type d'échantillon et la
méthode utilisée. Les fractions éther de pétrole et chloroforme ont été révélees les plus actives
dans les méthodes DPPH et ABTS, tandis que les fractions acétate d'éthyle et éther de pétrole
ont montré une forte activite dans les méthodes FRAP et CUPRAC. La méthode de
Phenanthroline a montré que les quatre fractions éther de pétrole, acétate d'éthyle, chloroforme
et n-butanol étaient les plus actives.

En ce qui concerne l'activité antibactérienne, celle-ci a été déterminée sur différentes souches
bactériennes a I'aide de la méthode de diffusion en disque. Les réponses ont été variables en
fonction de la souche testée et du type d'échantillon. La fraction éthérique a montré une bonne
activité antibactérienne contre Bacillus subtilis, Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus, avec des diametres d'inhibition
allant de 20 mm a 40 mm, et une activité antibactérienne modérée contre Micrococcus luteus,
avec un diameétre de 35 mm.

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude ont démontré un fort potentiel
pharmacologique de l'algue brune Cystoseira amentacea. Ces découvertes ouvrent des
perspectives prometteuses pour I'utilisation de cette algue comme source de composés bioactifs
ayant des propriétés pharmacologiques remarquables.
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Annexe 1

Ilustrations du procédé d’extraction de I’algue brune Cystoseira amentacea

Etape 1 : Macération a froid Etape 2 : Evaporation du solvant

Etape 3 : Différentes phase organique Etape 4 : Extraction liquide-liquide

Etape 5 : Evaporation a sec Etape 6 : Extrait brut et fractions obtenus



Annexe 2
Résultats de la caractérisation des groupes chimiques de I’extraits méthanoliques de
I’algue Cystoseira amentacea est ces déférentes fractions

Constituant

Tanins

Extrait
Meéthanoliques

Fraction éther de
pétrole

Flavonoides

Sucres

Fraction
chloroforme

Fraction acétate

d’éthyle
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Phlorotannins

Terpenes

Stérols




| "




Annexe 3

Résultats de I’activité antioxydante de I’extraits méthanoliques de 1’algue Cystoseira
amentacea est ces déférentes fractions
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Annexe 4

Résultats de I’activité antibactérienne de I’extraits méthanoliques de 1’algue Cystoseira
amentacea est ces déférentes fractions sur les souches bacteriennes.
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