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INTRODUCTION

Introduction

Les recherches traitant du stress oxydatif ont largement ét¢ développées depuis plusieurs années
a des fins cliniques étant donné son role prépondérant dans le développement des pathologies, en
particulier les maladies neuro-dégénératives et les troubles cardio-vasculaires, ainsi que le
diabéte et les cancers (AGARWAL., 2003).Le stress oxydatif perturbe 1'équilibre physiologique,
et conduit a la production excessive des especes réactives a I’oxygene "ROS", notamment l'anion
superoxyde [O>"], le radical hydroxyle [OH’], l'oxygéne singulet [O2] et le peroxyde
d'hydrogene [H20:], qui participent a 1’oxydation des composants cellulaire tels que les lipides,
les protéines et I'ADN conduisant a leur altération (VALKO et al., 2007 ;DAVIES, 2000 ;
HAMDI DAMARK.,2013)

Réduire la production excessive des espéces réactives a [’oxygeéne ROS et protéger les
organismes contre les dommages oxydatifs du stress est ainsi devenu un objectif primordial de
recherche pour maintenir I'équilibre de I'état oxydatif, la santé et le bien-étre des humains, des
animaux et des plantes.

Dans ce domaine, un grand intérét est porté aux produits naturels obtenus a partir d'organismes
marins, et en particulier les algues. Fait intéressant : les composés bioactifs d'algues peuvent agir
comme des alternatives aux molécules médicamenteuses, disposant d'un grand avantage par
rapport aux médicaments classiques avec une biodisponibilité¢ élevée et souvent une meilleure
spécificité. Cette derniere décennie, plusieurs composés d'algues, y compris les pigments, les
polyphénols, les polysaccharides et les protéines, ont été présentés comme des antioxydants
puissants qui protegent les cellules contre les radicaux libres et retardent la progression de
nombreuses maladies chroniques (DUNDAR et al., 2012).

Parmi ces algues, les algues vertes appartenant au genre Ulva sont connues pour avoir une riche
source de composés bioactifs structurellement diversifiée avec un potentiel pharmaceutique
précieux (PENA-RODRIGUEZ el al., 2011). Différentes études ont montré que les Ulves
constituent une source potentielle riche en pigments naturels, en fractions phénoliques, en
polysaccharides sulfatés (Ulvanes), en protéines et lectines aux propriétés anti-oxydantes et anti-
inflammatoires(VANDERLEI e/ al., 2010; YAICH el al., 2011; KIM el al., 2018).

Sa large distribution mondiale, son innocuité et ses nombreuses applications font de 1’Ulva une
algue modele. L’espece Ulva sp présente un fort potentiel biotechnologique li¢ a une
productivité élevée de sa biomasse avec des cotits réduits lorsqu'elle est cultivée dans un systéme

d'aquaculture multi-trophique intégrée (GUERRERO.,2012).
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De plus son exploitation biotechnologique constitue une solution et un atout pour

I'environnement a cause des marées vertes qu'elle provoque suite a l'eutrophisation. En effet,

l'utilisation excessive des engrais stimulerait la croissance de ces algues qui échouent sur les

plages, parfois de facon spectaculaire, ou des champs verts a perte de vue apparaissent. Les
retombées ne sont pas qu'écologique et touristique mais elles constituent un risque réel de santé
publique car quand elles rentrent en décomposition, elles dégagent un gaz toxique voire mortel

(H2S) (DE LA LOIRE, 2013)

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail, il s’agit de prospecter et évaluer le potentiel de

valorisation de l'algue Ulva sp récoltée dans les Plages KOUALI et SIDI GHILES de la wilaya

de Tipaza.

Le but de la présente étude est tout d'abord d'obtenir des données sur la composition chimique de

I’algue (humidité, cendres, protéines, lipides et glucides) et d’identifier et d’estimer sa teneur en

biomolécules bioactives telles que les pigments, les composés phénoliques, les polysaccharides

sulfatés, et enfin de déterminer leur pouvoir antioxydant in vitro ainsi que d’évaluer leur effet
anti-inflammatoire in vivo.

Notre travail est organisé en plusieurs parties :

v’ La premiére partie est une synthése bibliographique qui comprend les généralités sur les
algues, focus sur la famille des ulvacées, les phyto-constituants et leurs propriétés
pharmacologiques.

v Le deuxiéme volet est voué a la partic expérimentale et aux protocoles adoptés pour la
détermination de la composition chimique et biologique de 1’algue, I’extraction des
biomolécules d’intérét et 1’évaluation de leurs activités anti-inflammatoires et anti-oxydantes.

v’ La troisiéme partie est consacrée a I’interprétation des différents résultats obtenus et a 1’étude
comparative avec les travaux antérieurs.

v" Enfin, une conclusion générale résume 1’essentiel des résultats obtenus et les perspectives.
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CHAPITRE I : Généralités

Chapitre I : Généralités

Ce premier chapitre a pour vocation de regrouper les informations essentielles concernant les
algues marines et plus précisément les algues appartenant a la famille des Ulvacées, décrivant
aussi leurs écologies, modes de reproduction et leurs différents domaines d’utilisations, ainsi
qu’un apergu général sur les phytoconstituants appartenant a cette famille. Ce chapitre expose
¢galement les propriétés pharmacologiques des Ulvacées étudiées a savoir 1’activité anti-

inflammatoire et anti-oxydante.

I.1. Généralités sur les algues

Les algues représentent la grande majorité des végétaux marins, on les retrouve dans les mers
comme dans les eaux douces, aussi sur les sols humides et méme sur la neige, la plus grande
partie des algues appartient au benthos c'est-a-dire aux groupes d’organismes fixés sur un
substrat, et une petite partiec apparient aux groupes d’organismes qui flottent librement a la
surface et donc aux pelagos (KORNPROBST, 2005).

Les algues ne possedent ni tiges, ni racines, ni fleurs. Elles sont dotées d’un appareil végétatif
qu’on appelle un thalle, ce thalle est peu spécialisé, il est simple chez les algues les moins
évoluées et bien différencié chez les algues les plus évoluées. Les algues se reproduisent par les
deux voies sexuée et asexuée, et présentent une grande diversité de cycle de développement. Ce
sont des étres autotrophes c'est-a-dire capables de synthétiser leur propre matiére organique

grace a la photosyntheése (CABIOC'H et al., 2006).

I.2. Classification des algues
La classification des grands groupes algues est basée entre autres sur leur pigmentation, et donc a
partir de ce critére on peut distinguer les quatre grands groupes d’algues : Les Cyanophytes, les

Rhodophytes, les Phacophycophytes et les Chlorophytes (LELIAERT et al., 2011).

I.2.1. Les Cyanophytes ou Cyanobactéries

Il s’agit des algues procaryotes, elles peuvent étre unicellulaires ou filamenteuses ou encore
coloniale, leur couleur bleu verdatre est due a la phycocyanine le pigment dominant chez ce
groupe d’algues, elles occupent les eaux douces, les eaux de mer ainsi que les milieux humides.
Leur reproduction est asexuelle. Les cyanophytes ou les algues bleues partagent avec les
bactéries le méme type de cellules ainsi le méme mode de reproduction d’ou I’appellation des

Cyanobactéries (KUMAR et SINGH, 1979).
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1.2.2. Les Rhodophytes

A T’exception de quelques exemples rares unicellulaires, les rodobiontes sont pluricellulaires,
allant de simples filaments microscopiques a des lames épaisses qui peuvent atteindre jusqu’a
trois metres de long (CABIOC'H et al., 2006). Une grande partie des algues rouges est marine
mais il existe aussi certaines especes dulcicoles (RINDI ez al., 2012).

Les Rhodophytes ont la particularité de posséder un amidon extraplastidial appelé 1’amidon
floridéen. Leur couleur rouge est due au pigment dominant : r-phycoérythrine. La reproduction

chez ce groupe d’algues est variante et complexe (CABIOC'H et al., 2006)

1.2.3. Les Phaeophycophytes

Les Phaeophycophytes sont des organismes pluricellulaires macroscopiques le plus souvent
marins se définissent par un ensemble de caractéres communs tels que la structure de plastes et
I’absence d’amidon intraplastidial et la présence de la Fucoxanthine : un pigment jaune orangé
dont I’abondance donne la couleur jaune doré a ce groupe (BAWEJA et al., 2016).

En ce qui concerne le type d’organisation, les algues brunes offrent une grande diversité allant de
simples formes filamenteuses a des formes complexes et grandes douées de systémes
conducteurs similaires a celui des végétaux supérieurs. La reproduction se fait soit par voie

asexuée ou par voie sexuée (CABIOC'H et al., 2006; BAWEJA et al., 2016).

1.2.4. Les Chlorophytes

Les Chlorophytes forment un groupe trés hétérogene, elles peuvent €tre unicellulaires ou
pluricellulaires, macroscopiques ou microscopiques, sous forme de cellules isolées ou en colonie
ou encore sous formes filamenteuses ou d’autres formes plus évoluées. On les retrouve dans les
mers, les eaux douces ainsi dans les eaux saumatres (NASELLI-FLORES et BARONE, 2009).
Les algues vertes se caractérisent par un certain nombre de caractéres cytologiques et
biochimiques fondamentaux. Elles ont des plastes bien individualisés contenant les différents
pigments dont la chlorophylle a et b sont les plus dominantes d’ou leur couleur verdatre. A
I’exception des autres algues, les chlorobiontes ont 1’exclusivité de produire un vrai amidon

intraplastidial (CABIOC'H et al., 2006).
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Au sein de ce groupe d’algues, tous les modes de reproduction sont présents la reproduction
sexuée et asexuée, ainsi la multiplication végétative. La reproduction sexuée se limite a trois

types : I’oogamie!,isogamie? et I’anisogamie® (BAWEIJA et al., 2016) (Figure 1.1)

spermatozoide

oosphere

Isogamie  Anisogamie Oogamic

Figure 1.1 : Schéma représentatif des différents types de reproduction sexuelle chez les

Chlorophytes (ROLAND et al., 2008)

1.3. Algues appartenant a la famille des Ulvaceae

I1 s’agit d’une famille des algues vertes de I’ordre des Ulvales de la classe des Ulvophycées. Elle
regroupe actuellement huit genres qui sont exclusivement marins (RINDI ef al.2012, GUIRY et
GUIRY. 2020).

Le thalle appartenant a ce groupe se présente soit sous forme d’une lame ondulée formée de deux
rangées de cellules, tel est le cas des ulves (genre Ulva) (WOLF et al., 2012; RINDI et al., 2012;
BAWEIJA et al., 2016), soit sous forme d’un tube simple ou ramifi¢ formé d’une assise de

cellules (exemple :genre Enteromorpha)(RINDI et al., 2012).

1.3.1. Ecologie des Ulvaceae
Les Ulvaceae sont des algues cosmopolites c'est-a-dire a distribution géographique trés vaste et
répandues dans quasiment le monde entier. Elles sont omniprésentes et abondantes dans la zone

intertidale et la zone infralittoral (HAYDEN et WAALAND, 2002; DAWES, 2016).

!': Forme de reproduction sexuelle dont les gamétes males sont petits et mobiles et les gamétes femelles sont
volumineux et immobiles

2 : Forme de reproduction sexuelle dont les deux gamétes sont morphologiquement identiques.

3. Forme de reproduction sexuelle dont les cellules sexuelles sont morphologiquement différentes.
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On les retrouve fixées sur des substrats rocheux, certaines représentants de cette famille vivent
en symbiose avec d’autres algues tels est le cas du g Ulva avec 1’algue Cladophora sp

(BAWEJA et al., 2016).

1.3.2. Mode de reproduction des Ulvaceae

La reproduction s’effectue par I’intermédiaire des cellules sexuelles (gamétes ou spores), qui
fusionne et produit un zygote.

C’est commun pour I’ordre des Ulvales (I’ordre dont les ulvacées appartient) que les cellules
fertiles c'est-a-dire les gametes ou les spores sont issus de la transformation intégrale d’une partie
des cellules végétatives du bord de thalle. Cette zone devient incolore aprés 1’émission des
¢léments fertiles et sera ¢liminée par la suite (CABIOC'H et al., 2006).

Le cycle biologique des ulvacées est digénitique haplodiplophasique isomorphe (O'KELLY et
FLOYD, 1983), il se déroule en alternance entre un sporophyte diploide et un gamétophyte
haploide identiques (ROLAND et al., 2008).

Par exemple chez le g.Ulva (Figure 1.2), le sporophyte diploide donne par méiose des zoospores
quadriflagellées qui donnent naissance a un gamétophyte haploide, lui-méme produit par mitose
des gamétes biflagellés isocontés* haploide. La fécondation anisogame produit un zygote

diploide qui germe pour donner un nouveau sporophyte diploide (DAWES, 2016).

Sporophytic
thallus (2n) ¥

Gametophyticg)
thallus (n)

o

Figure 1.2: Schéma représentatif du cycle de reproduction de 1'Ulva
(BAWEJA et al., 2016)

4 Les flagelles des gamétes sont de taille égale.
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1.3.3. Application des Ulvaceae

Les ulvacées comme toutes les algues marines ont été utilisées depuis des temps immémoriaux
dans I’alimentation humaine notamment dans les pays d’extréme orient.

A I’heure actuelle elles forment une source importante des biomolécules utilisées dans les
différentes industries.

Les Ulvaceae dans ’alimentation :

Depuis des milliers d’années, les ulvacées ont été utilisées comme des légumes de mer, et
considérées comme des ingrédients indispensables de certains plats traditionnels japonais
(BAWEJA et al., 2016).

Cette famille devient de plus en plus populaire et ceci grace a ses propriétés nutritionnelles. Elles
sont exploitées comme source de production d’aliments et d’additifs alimentaires en Asie, en
Europe, en Amérique et méme en Afrique (FLEURENCE, 2016).

Les Ulvaceae dans le domaine pharmaceutique :

L’utilisation des algues dans le domaine pharmaceutique remonte a 1’époque romaine et grecque.
Le médecin, pharmacologue et botaniste grecque Pedanius Dioscorides a mentionné dans
materia medica les effets thérapeutiques de certaines especes d’algues. Pas que les romains et les
grecques qui utilisaient ces végétaux comme remede, les asiatiques aussi les exploitées dans leur
médecine traditionnelle (RINDI ez al., 2012).

Aujourd’hui les macroalgues dont les ulvacées sont la cible de plusieurs chercheurs car ils
produisent une large gamme de composants doués d’un grand nombre d’activités
pharmacologiques. (Tableau I.1)

Ces molécules bioactives représentent pour 1’algue un moyen de défense contre les autres
organismes tels que les herbivores et les micro-organismes, ou encore on peut les considérés
comme une sorte d’adaptation aux différentes variations des facteurs abiotiques comme la

température et la salinité (RINDI et al., 2012).
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Tableau I.1 : Les activités pharmacologiques des ulvacées

Genre Activité Référence
Activité anti inflammatoire (EL GAMAL, 2010; AHMED et al., 2017)
G;lnre Activité antimicrobienne (EL GAMAL, 2010)
va
Activité antiviral (KIDGELL et al., 2019)
Activité anti oxydante (AHMED et al., 2017; KAZIR et al., 2019;
SAKTHIVEL et KASI, 2019)
Activité anticancéreuse (SAKTHIVEL et KASI, 2019; KIDGELL et
al., 2019)
Activité (KIDGELL et al., 2019)
hypolipidémiante
Genre Activité anti oxydante (SAKTHIVEL et KASI, 2019)
Enteromorpha Activité anti inflammatoire
Activité cytotoxique (EL GAMAL, 2010)

Les Ulvaceae dans le domaine énergétique

La recherche des ressources renouvelables, non polluantes et alternatives au pétrole s’est orientée
vers la production des biocarburants ou ce qu’on appelle la bioraffinerie.

Les biocarburants peuvent étre classés en fonction de la matiére premicre utilisée en trois
générations.

Les biocarburants issus de biomasse algale sont classés parmi les biocarburants de 3°™
génération (APARICIO et al., 2020).

Ces biocarburants proviennent de la fermentation des sucres en alcools, de la transestérification
et de la gazéification de la biomasse (TIWARI et al., 2019).

Chez les ulvacées, il s’agit essentiellement du biodiesels, bioéthanol, biobutanol, biogaz, bio-

hydrogéne (APARICIO et al., 2020).

1.4. Les phytoconstituants des Ulvaceae
1.4.1. Les polysaccharides
1.4.1.1. Généralités
Ce sont des polymeres glucidiques formés par plus de vingt oses ou monosaccharides liés entre
eux par des liaisons glycosidiques. Selon le type de monosaccharide on peut distinguer deux

groupes de polysaccharides : les homo-polysaccharides et les hétéro-polysaccharides.
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Le premier groupe est formé par I’enchainement du méme ose, tandis que le deuxiéme est
constitué¢ par deux ou plusieurs oses différents (MAIJIL, 2019).

L’origine des polysaccharides est diverse, ils peuvent étre d’origine animale comme 1’Héparine,
la Chitine, le Chitosane, ou encore d’origine végétale tel est le cas de la Pectine et la Cellulose.
Comme ils peuvent étre issus des algues entre autres 1’agar, I’alginate et les ulvanes (MAIJI,
2019).

La fermentation microbienne peut étre aussi I’origine de ces polymeres comme le Xanthane

(PHILP, 2018; MAIJI, 2019).

1.4.1.2. Les différents types des polysaccharides chez les Ulvaceae
Les polysaccharides chez les algues généralement peuvent étre classés en deux groupes majeurs :
les polysaccharides de structure et les polysaccharides de réserve (WIJESEKARA et
KARUNARATHNA, 2017).

1.4.1.2.1. Les polysaccharides de réserve
Chez les ulvacées et comme toutes les algues vertes, I’amidon représente la forme de réserve

(USOV et ZELINSKY, 2013).

1.4.1.2.2. Les polysaccharides de structure

Chez les algues marines les polysaccharides de structure représentent environ 50% du poids de
I’algue seche. La composition biochimique de ces polysaccharides pariétaux varie d’un groupe
d’algue a un autre et varie au sein du méme groupe en fonction des facteurs biologiques,
physiques et environnementaux (WIJESEKARA et KARUNARATHNA, 2017).

Chez les ulvacées et principalement chez le g. Ulva, la teneur en polysaccharides de structure
peut atteindre les 45% du poids sec de 1’algue. Ceux-ci comprennent quatre familles: la
Cellulose, le Xyloglucane, Glucuronane et les Ulvanes. Ces derniers représentent de 9 a 36% des

polysaccharides totaux (KIDGELL et al., 2019).

1.4.2. Les composés phénoliques

1.4.2.1. Généralités
Les polyphénols aussi appelés phlorotannins sont des molécules hydrosolubles synthétisées par
les végétaux afin de se défendre contre les différentes agressions environnementales, Ils sont
susceptibles de présenter de nombreuses activités biologiques y compris des propriétés anti-

oxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires (BRAVO, 1998).
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Le teneur en polyphénols différe d’une espéce a une autre, ce taux varie trés souvent selon le
type et la polarité¢ des solvants d'extraction. En effet, la teneur la plus €levée en phénols a été
obtenue suite a une extraction dans ’acétate d'éthyle (TRIGUI et al, 2013). Ce taux subit
¢galement une influence saisonnieére puisque les extraits de fin de l'hiver et de début du
printemps (Février et mars) ont montré une plus forte teneur phénolique que celles recueillies
pendant les autres mois (TRIGUI et al., 2013).

Les polyphénols sont composés par de nombreux groupes phénoliques arrangés en des structures
complexes, ils ont des poids moléculaires compris entre 500 et 3000 Dalton ; et comportent au
moins 9000 structures connues différentes, allant de molécules phénoliques de bas poids
moléculaires comme les acides phénoliques a des composés avec un poids moléculaire trés ¢levé

comme les tannins (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER, 2006).

1.4.2.2. Classification
La large variété de polyphénols peut étre divisée en fonction de leur structure en une dizaine de
classes, Parmi ces composés on cite les plus importants : Les flavonoides et les tanins (BRAVO,

1998).

1.4.2.2.1. Les flavonoides
Le terme « flavonoide » est di a leur couleur jaune (= flavus en latin), ils sont considérés comme
des pigments grace a cette couleur jaunatre et engendrent souvent la coloration des fleurs au-dela
de la chlorophylle et des caroténoides (AKROUM, 2011).
Ces polyphénols représentent le groupe de composés phénoliques le plus diversifié avec plus de
4000 flavonoides. Ils sont caractérisés par leur aptitude a exercer une multitude d’activités
biologiques (GHEDIRA, 2005).
Leur structure est composée de deux cycles benzéniques en Cs (A et B), reliés entre eux par une

chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle C) (figure I.3)(ERLUND, 2004).

Figure 1.3 : Structure des flavonoides (HEIM et al., 2002)
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1.4.2.2.2. Les tanins
Les tanins sont des composés phénoliques de masse moléculaire treés €élevée allant jusqu'a 20000
Dalton. Ces composés phénoliques ont une immense importance économique et écologique et
présentent de nombreuse activités biologiques tels que : Activité antibactérienne, anti-oxydante,
anti-VIH, anticancéreuse(BRAVO, 1998).
Les tanins ont une structure trés variée, ils ont la capacité de se lier aux protéines en solution et
des alcaloides et de les précipiter. Selon leur structure on distingue deux groupes de tanins : les

tanins hydrolysables et les tanins condensés (MACHEIX ef al., 2005).

1.4.3. Les Protéines
1.4.3.1. Généralités

Les protéines sont des macromolécules biologiques nécessaires pour la vie et présentes dans
toutes les cellules vivantes. Elles sont composées essentiellement d’acides aminés (20 AA) liés
entre eux par des liaisons peptidiques (LI-CHAN et LACROIX, 2018).
Selon FLEURENCE et al.(2018), chez les algues marines, les protéines représentent entre 9 et
26% du poids sec de 1’algue. Cette teneur varie d’une espéce a une autre et dépend des saisons
ainsi des conditions environnementales.
La fraction protéique chez le genre Ulva est estimé généralement entre 9 et 33% de la maticre
séche (FLEURENCE et al., 2018).
En ce qui concerne la composition en acide aminé (AA), les ulvacées comme toutes les algues
marines sont riches en aspartate et en glutamate. Les ulves contiennent essentiellement les huit
AA essentiels :
Cystéine-Isoleucine-Leucine-Lysine-Méthionine-Phenylalaline-Théronine-Valine accompagnés
des AA non essentiels tels que : I’arginine, et des AA semi essentiels comme Tyrosine
(SHUULUKA et al., 2013).
Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines non immunes avec différentes origines a
savoir : végétal, animal, bactérienne ou viral (SMIT, 2004).
Elles ont la capacit¢ de former des liaisons avec les sucres et aussi il agglutinent les cellules
comme les hématies (WANG et al., 1998).
Selon leur structure, il peuvent étre classés comme suit : (TEIXEIRA et al., 2012)

Mcérolectines : lectines avec un seul domaine de liaison avec les glucides ; elles ne sont pas

capables d’agglutiner les cellules ou de précipiter les glycoconjugés.

Hololectines: lectines avec deux domaines de liaisons identiques; elles ont la capacité

d’agglutiner les cellules et/ou précipiter les glycoconjugés ;
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Superlectines: lectines avec au moins deux domaines de liaisons non identiques;

1.4.4. Les pigments

1.4.4.1. Généralités
Les pigments photosynthétiques sont des composés bioactifs capables de capter 1'énergie solaire
a une longueur d’onde bien précise. Ce qui explique la distribution bathymétrique des algues
marines (CABIOC'H et al., 2006; DUMAY et MORANCALIS, 2016).
Les pigments jouent un role dans la photosynthese, aussi dans la protection contre 1’exces de
lumiére et dans la pigmentation des algues (SYRPAS et VENSKUTONIS, 2020).
Chez chaque algue marine on trouve essentiellement trois grandes classes des pigments : les
chlorophylles, les caroténoides (caroténes et xanthophylles) et phycobilines (DUMAY et
MORANCALIS, 2016).
L’équipement pigmentaire des chlorophytes y compris les ulvacées est composé essentiellement
de la Chlorophylle (a et b) des caroténoides (-caroténes) et de certains xanthophylles(les
néoxanthine et violaxanthine) (DUMAY et MORANCALIS, 2016).

1.4.4.2. Chlorophylles
Ce sont des pigments de couleur verdatre. Ils jouent un role primordial dans la photosynthése,
mais aussi ils permettent la protection des tissus algaux contre le stress oxydatif (ROWAN,
1989).
Il existe quatre types de chlorophylles (a, b, c, d) qui different par de 1égeéres modifications
structurales (Figure 1.4).
Une molécule de chlorophylle se compose d'une téte de porphyrine (quatre cycles de pyrrole
contenant de l'azote disposé en anneau autour d'un ion magnésium), et d'une longue queue
d'hydrocarbure (phytol) (ROWAN, 1989).
Les ulvacées et plus précisément chez 1’espece Ulva rigida, la chlorophylle (a et b) représente

21% des pigments (SATPATI et PAL, 2011).

Figure 1.4: Structure des Chlorophylles.(CHAKDAR et PABBI, 2017)
A : Chlorophylle a ; B : Chlorophylle b ; C : Chlorophylle ¢ ; D : Chlorophylle d
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1.4.4.3. Les Caroténoides
Ce sont des pigments jaune ou orange composés de 2 cycles de 6 C liés entre eux par une chaine
de Carbone (figure 1.5). IIs jouent un role accessoire dans la photosynthese, ils permettent de
transférer a la chlorophylle I’énergie lumineuse qu’ils absorbent (DUMAY et MORANCALIS,
2016).
Les caroténoides sont de puissants antioxydants. Un grand nombre d’études a démontré les
propriétés anti-oxydantes des caroténoides algaux et le role qu’ils jouent dans la prévention de

plusieurs pathologies liées au stress oxydatif (HAMED et al., 2015).

HsC

Figure L.5 : Structure des caroténoides (caroténes).(DOMONKOS et al., 2013)

1.4.5. Les lipides

Les algues contiennent une faible teneur en lipide, elle est de l'ordre de 0.1 a 4% de la matiere
seche (HERBRETEAU et al, 1997). Cette teneur varie selon 1’espéce, la localisation
géographique et les conditions environnementales (KIM e/ al., 1996).

Chez les chlorobiontes la composition en acides gras est trés proche de celle des végétaux
supérieurs, elles ont une forte teneur en AG polyinsaturées tels que les Q3 et Q% FLORETO et
al., 1993).

Ces derniers jouent un rdle important dans la prévention des maladies cardio-vasculaires,
I'arthrose et le diabéte ainsi que 1’ostéoporose et présente également une forte activité anti-
oxydante (WAHLE et al., 2008).

Les ulvacées présentent un taux de lipides totaux moyen estimé a 2.2% de la MS (FLORETO et
al., 1993).

1.4.6. Les vitamines

Les algues marines sont tres riches en vitamine ; elles contiennent de la vitamine A, B, Bz, B3,
Bs, Bi2, C, D, E, K, PP. Mais I’intérét principal se porte sur la vitamine B> dont les teneurs sont
assez importantes dans les algues contrairement aux plantes terrestres qui en sont complétement

dépourvues (WATANABE et al., 2002).
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Les especes du genre Ulva comme la plupart des algues sont une source de vitamines B (B1, B>
et Bi2). La composition en vitamine varie en fonction de nombreux facteurs, dont 1’espece, la

localisation géographique, la saison et les conditions environnementales (HAMED et al., 2015).

1.4.7. Les minéraux

Les algues sont tres riches en minéraux essentiels et en oligo-¢éléments tels que le Ca, Na, P et
Mg (HAMED et al., 2015).

La teneur en minéraux chez les algues marines varie selon I’espéce mais généralement elle est
comprise entre 8 et 66% (PADAM et CHYE, 2020). Cette variation est liée a des facteurs
exogeénes comme les variations saisonnieres, la localisation géographique et les facteurs physico-
chimiques ou encore a des facteurs endogénes comme la structure des polysaccharides pariétaux
(MISURCOVA et al., 2011).

Les algues vertes ont un taux de fraction minérale qui varie entre 6-30%, cette teneur est un peu
inférieur par rapport aux deux autres catégories d’algues (Brunes et Rouges) (HAMED et al.,
2015).

La présence des minéraux est essentielle pour la vie. Ils sont indispensables au bon
fonctionnement de 1’organisme. Les différentes fonctions de certains minéraux sont résumées

dans le tableau 1.2.
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Tableau L.2 : Role des minéraux (KRAAN, 2013)
» C’est le principal constituant du squelette.
» Il participe a I’excitabilité
Calcium (Ca) neuromusculaire, la conduction nerveuse,
la contraction musculaire, la coagulation

sanguine, 1’activation de certains enzymes.

» Formation des dents et des os ; rigidité du
squelette.

Phosphore (P) » Il a un rdle métabolique dans la

production d’énergie libérée par les sucres

et les acides aminés.

» La formation de la méthionine et la
Soufre (S) cystéine.

> La formation de la vitamine B8 et B1

Potassium (K) » Régulateur osmotique.

» Le métabolisme des carbohydrates et des
Maonés Mg) lipides.

agnésium
8 8 » catalyseur dans de nombreux systémes

enzymatiques.

» Synthése des protéines

» Il est engagé comme cofacteur dans des
Zinc (Zn) systémes enzymatiques.

> antistress

» Renforce le systéme immunitaire.

» Respiration cellulaire.
Fer (Fe) » Formation des hémoglobines

» Transport d’oxygéne

» Formation des hémoglobines
Cuivre (Cu) » La régulation des neurotransmetteurs,

’immunité.

Molybdéne (Mo) » Conversion de sulfure en sulfite.
olybdéne (Mo
Y » Le métabolisme des enzymes soufrées

» Production d'enzymes anti-oxydantes

Sélénium (Se) > La fertilité
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L.5. Propriétés pharmacologiques des biomolécules issus de la famille des Ulvacées
L.5.1. Activité anti-inflammatoire
I.5.1.1. Inflammation

L’inflammation fait partie du mécanisme de défense du corps. Il s’agit d’un processus biologique
qui s’occupe de la reconnaissance et 1’¢limination de I’agent pathogeéne et la réparation des
1ésions tissulaires (NOACK et KOLOPP-SARDA, 2018).

Cet agent peut étre d’origine biologique, chimique ou physique. Selon la nature de la réponse et
sa capacité a éliminer la substance étrangeére ou la cellule endommagée, on peut décrire

I’inflammation comme étant aigiie ou chronique (OLAJIDE et SARKER, 2020).

1.5.1.2. Inflammation aigiie
L’inflammation aiglie est une réponse immédiate courte, qui peut durer quelques minutes a
quelques heures voir quelques jours (RAGHAVENDRA et al., 2015).
Elle se traduit par les quatre symptomes cardinaux : (Edéme, rougeurs, chaleur et douleur. Ces
symptomes sont liés aux effets des agents inflammatoires présents sur le site d’agression
(NOACK et KOLOPP-SARDA, 2018).
La réponse inflammatoire aigiie se déroule en trois phases (GHIGNA et BALDEYROU, 2019) :

La phase initiale ou la phase vasculaire: Les cellules résidentes activées tel que les

macrophages et les mastocytes s’occupent de la synthése des cytokines et des chimiokines pro-
inflammatoires qui agissent sur les cellules endothéliales ce qui entraine une vasodilatation
ainsi leur activation. La vasodilatation augmente 1’afflux sanguin ce qui explique la rougeur et
la chaleur. L’activation des cellules endothéliales se manifeste par la sécrétion de cytokines et
la modification de leurs propriétés adhésives, favorisant le recrutement des leucocytes

circulants (NOACK et KOLOPP-SARDA, 2018; GHIGNA et BALDEYROU, 2019).

La phase cellulaire: La migration des leucocytes et leurs accumulations dans le site
d’inflammation déclenche cette phase. Les premicres cellules qui arrivent dans le site enflammé
sont les polynucléaires (PN) neutrophiles puis suivi par les monocytes puis par les lymphocytes
(GHIGNA et BALDEYROU, 2019). Arrivés au niveau du site inflammatoire, la phagocytose et
la libération de différentes enzymes hydrolytiques des polynucléaires permettent la destruction
de Dl’agent pathogéne. Cependant, les macrophages permettent le nettoyage du foyer
inflammatoire et I’¢limination des débris cellulaires et tissulaires (ANDERSON, 2013).

La phase de résolution : Une fois I’agression maitrisée, la réaction inflammatoire est arrétée. Les

macrophages sécrétent des cytokines permettant la réparation du tissu par des fibroblastes et par

des cellules endothéliales (NOACK et KOLOPP-SARDA, 2018).
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1.5.1.3. Inflammation chronique
L’inflammation chronique est définie comme étant un échec de résolution de I’inflammation
aigiie. Cela peut étre causé soit par la présence continue ou la mauvaise ¢limination de 1’agent
causale de I’inflammation ou par l’infiltration excessive des leucocytes au site d’inflammation
ou encore par la production des cytokines pro-inflammatoires qui provoquent des 1ésions et un

remodelage tissulaires (OLAJIDE et SARKER, 2020).

I.5.1.4. Cellules impliquées dans I’inflammation

Les différents leucocytes impliqués dans I’inflammation sont :

Les neutrophiles : Elles représentent de 50 a 70% des leucocytes périphériques, leur migration
vers le site d’inflammation se fait par chimio-attraction. Elles ont un réle dans la phagocytose
(STEVENS, 2009; FEHER, 2012).

Mastocytes : Elles sont des cellules d'origine hématopoiétique, s’occupent de la libération
d’une multitude des médiateurs pro-inflammatoires(GILFILLAN et al., 2011).

Basophiles : Elles représentent moins de 1% des leucocytes. Elles s’occupent essentiellement
de la sécrétion de I’histamine et I’héparine. L histamine est une amine vasoactive impliquée
dans la réaction inflammatoire, il entraine une perméabilité capillaire ce qui provoque un
cedéme inflammatoire (STEVENS, 2009; FEHER, 2012).

Eosinophiles : Elles représentent de 1 a 4% des leucocytes. Leurs nombres augmentent durant
les réactions allergiques et les infections parasitaires. Elles ont une propriété¢ phagocytaire
mais moins efficace que celle des neutrophiles. Leurs actions principales est la neutralisation
des basophiles et I’¢limination des parasites (STEVENS, 2009; FEHER, 2012).

Monocytes : Elles représentent de 2 a 8% des leucocytes. Elles quittent la moelle osseuse vers
le sang immatures, leurs différentiations s’effectuent au niveau des tissus et deviennent des

macrophages (FEHER, 2012).

I.5.1.5. Médiateurs de I’inflammation
L’introduction d’un pathogeéne dans I’organisme provoque les cellules d’immunité innée a
produire des médiateurs inflammatoires qui déclenchent et stimulent la réaction inflammatoire.
Le tableau 1.3 résume les différents médiateurs impliqués dans I’inflammation ainsi leur origine

et leurs effets.
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Tableau L.3 : Origine cellulaire et effets des médiateurs impliqués dans une réaction inflammatoire

(FEHER, 2012; SINGH et al., 2013; ABDULKHALEQ et al., 2018; GALVAO et al., 2018)

Médiateur Origine Effet

Histamine Essentiellement par les I1 cause la vasodilatation, 1’cedéme et la
mastocytes. contraction musculaire.

Sérotonine Mastocytes C’est un chimioattractant

Monocytes/Macrophages [» Augmente la production des cytokines
pro-inflammatoires comme IL1 et IL6

» Améliore la capacité phagocytaire

» Agit comme un chimioattractant

Neutrophiles C’est un chimioattractant
Cellules dendritiques » C’est un chimioattractant
» Alerte la production des cytokines
Plaquette Augmente la perméabilité vasculaire
Facteurs d’activation Plaquettes » Déclenche I’activation des monocytes
plaquettaire (PAF) Basophiles et des neutrophiles
Mastocytes » Augmente 1’adhésivité des cellules
Cellules endothéliales endothéliales et les active
Macrophage » Augmente la perméabilité vasculaire
Eosinophiles » La vasodilatation

» Stimule 1’agrégation des plaquettes

Cytokine Macrophages » Elles peuvent étre des médiateurs pro-
Lymphocytes inflammatoires comme les IL1, IL6
Mastocytes » La vasodilatation et Augmentation de

la perméabilité vasculaire (TNF)

» Inhibe I’expression des cytokines pro-
inflammatoire (IL10)

Eicosanoide Lymphocytes » Vasodilatation
Neutrophiles » Augmente la perméabilité vasculaire
Eosinophiles (Prostaglandine E2, Prostaglandine b)

Les plaquettes
Les cellules endothéliales

» Elles agissent sur les neurones dans le
processus de la thermorégulation.
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I.5.1.6. Les anti-inflammatoires

1.5.1.6.1. Les anti-inflammatoires non stéroidien (AINS)
Les anti-inflammatoires non stéroidiens font partie des médicaments largement utilisés dans le
traitement des affections inflammatoires comme 1’arthrose, la polyarthrite thumatoide. Il forme
un groupe chimiquement trés hétérogene mais ils ont les mémes effets thérapeutiques : effet anti-
inflammatoire, effet analgésique et effet antipyrétique (CARBONE et al., 2013; WALLACE,
2013).
Ce sont des inhibiteurs non sélectifs des Cyclooxygénase (COX). Cette action inhibitrice
empéche la formation de prostaglandine (PG)H», qui est le précurseur de la production de tous
les autres sous-types de PG et de thromboxane, ce qui va réduire la vasodilatation et la douleur.
Les AINS réduit le flux sanguin vers le site enflammée ce qui contribue a une réduction

d’cedéme (WALLACE, 2013).

1.5.1.6.2. Les anti-inflammatoires stéroidien (AIS)
Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides sont des médicaments qui
traitent les maladies inflammatoires et les maladies auto-immunes tel que I’asthme, 1’allergie, la
sclérose en plaque. Malheureusement, les bénéfices thérapeutiques des glucocorticoides sont
limités par les effets secondaires indésirables associés a une dose ¢élevée et a une utilisation a
long terme. Ces effets secondaires comprennent l'ostéoporose, l'atrophie cutanée, le diabete,
I'obésité abdominale, le glaucome, les cataractes, la nécrose et 1’hypertension

(RAMAMOORTHY et CIDLOWSKI, 2016).

1.5.1.6.3. Les anti-inflammatoires d’origine algale
Les algues marines et notamment les ulvacées produisent une large gamme de biomolécules
douées d’un potentiel anti-inflammatoire. La structure de ces compos€s est trés variante, on
retrouve les formes acycliques ainsi les formes polycycliques. Leur nature est aussi
diversifi¢e(ABAD, 2013).
Parmi les anti-inflammatoires isolés des ulvacées on cite :
Le stéroide 3-O-b-Dglucopyranosyl-stigmasta-5,25-dien (AWAD, 2000) ;
Les polysaccharides sulfatés (DE ARAUJO et al., 2016) ;
Les lectines (MEZDOUR et al., 2017) ;
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I.5.2. Activité antioxydante

1.5.2.1. Les oxydants et le stress oxydatif
Les oxydants appelés communément les radicaux libres sont des especes chimiques a forte
instabilit¢ en raison d’un ou plusieurs é€lectrons non appariés dans 1’orbitale externe de leurs
structures atomiques, ce qui les rend tres réactifs et instables, ils réagissent trés rapidement et de
force avec d’autres composants, afin de capturer un é¢électron compatible pour acquérir la
stabilité. Le radical libre se rapproche d’une molécule stable et lui arrache un élection par la suite
la molécule attaquée deviendra instable et donc un nouveau radical libre (MARTINEZ-
CAYUELA, 1995; FAVIER, 2003).
Ces oxydants sont dérivés de I’oxygene, I’oxygene qui est connu par son caractére oxydant et qui
engendre des effets dommageables dans I’organisme en produisant ces especes appelées especes
réactives de 1’oxygene (ROS) et les especes réactives de 1'azote (RNS) (ORBAN, 2011)
On distingue deux grandes classes de radicaux libres (KOECHLIN-RAMONATXO, 2006) :

-les radicaux libres primaires : c’est les plus dangereux, formés directement a partir de

I’oxygene tels que l'anion superoxyde (O;"), le radical hydroxyle (HO*) et le monoxyde
d'azote (NO).

-les radicaux libres secondaires : formés suite a la réaction des radicaux primaires avec des

composés biochimiques de la cellule (acides nucléiques, lipides membranaires et protéines).
Exemple de quelques radicaux libres secondaire : le peroxyde d’hydrogene (H20.) et I’ion
peroxynitrite (ONOO").
Les oxydants sont produits naturellement par la cellule dans ’organisme et peuvent avoir
différentes origines a savoir: le cytoplasme, le réticulum endoplasmique, la membrane
plasmique. Mais leur principal lieu de formation est la mitochondrie (BALABAN et al., 2005;
VALKO et al., 2007).
De nombreux facteurs stressants comme les variations de température, le pH, la consommation
d'oxygene et la lumicre, peuvent augmenter la production des ROS et RNS (SHARMA el al.,
2012), L’accumulation des radicaux libres dans les cellules provoque I’oxydation de I’ADN, des
lipides, des protéines et des sucres. En produisant le vieillissement cellulaire qui engendre par la
suite de nombreuses maladies comme la maladie d'Alzheimer ou la maladie de Parkinson,
l'athérosclérose et le cancer (KOECHLIN-RAMONATXO, 2006).
L’organisme se défend naturellement contre les oxydants a 1’aide d’enzymes appelées SOD
naturellement présentes dans les cellules, ces enzymes éliminent les radicaux libres et empéchent

alors 1’oxydation des cellules.
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Lorsqu’il y a un déséquilibre entre la balance des ROS et RNS et les systémes de défense, c'est-
a-dire que I’organisme est incapable de se défendre contre ces espéces en raison du nombre
insuffisant des enzymes anti-oxydantes, il se créé alors un stress appelé : le stress oxydatif
(EVANS et HALLIWELL, 1999).

Bien que les oxydants participent a de nombreuses fonctions physiologiques destructives, elles
peuvent également avoir des actions bénéfiques. Ce cas se produit généralement lors des
réponses immunitaires comme la lutte contre des agents infectieux et leur fonction dans les

systémes de signalisation cellulaire (VALKO et al., 2004).

1.5.2.2. Les défenses antioxydantes

L’organisme réagit en permanence a la production de radicaux libres, il est capable de lutter
contre ces derniers grace a des composés appelés « les antioxydants ». Les antioxydants sont des
molécules capables de protéger le systeme biologique des dommages causés par les radicaux
libres. Ils permettent de limiter I’accumulation des ROS et RNS en les neutralisant ou en les
désactivant une fois formés (WILLCOX et al., 2004).

Au niveau de la cellule il existe deux types d’antioxydants : (BALABAN et al., 2005; VALKO
etal.,2007)

-Les antioxydants primaires ou endogénes (systémes enzymatiques) :

C’est la premicre ligne de défense constituée principalement de trois types d’enzyme: la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx) (AVISSAR et al.,
1989), ces enzymes sont treés efficaces et permettent de catalyser les radicaux libres en
convertissant I'anions superoxydes (O2* ) en peroxyde d'hydrogéne (H202), ce qui conduit a
la formation de produits non toxiques c'est-a-dire 1’eau et de 1’oxygéne moléculaire
(MARFAK, 2003; HAMDI et al., 2012).

-Les antioxydants secondaires ou exogénes (systémes non enzymatiques) : C’est la deuxi€éme

ligne de défense qui complete la premiere, elle est constituée d’¢léments nécessaires a
I’organisme qui sont apportés par 1’alimentation, ces €léments ont pour rdle de capturer les
radicaux libres qui n’ont pas été piégés par la premicre ligne de défense, Les plus représentés
sont:

- Les vitamines: telle que les vitamines C ou E qui sont connus pour leur forte activité anti-
oxydante. La vitamine C ou acide ascorbique agit de facon directe sur les radicaux libres,
c’est un excellent piégeur de ces derniers et proteége contre 1’oxydation membranaire. La
vitamine E par contre agit indirectement sur les ROS et RNS et permet leur régénération

(PASSERIEUX et al., 2015).
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- Les caroténoides : qui regroupent les pigments caroténes et xanthophylles. Ces deux
pigments réagissent avec les radicaux libres notamment le peroxydes et permettent de
neutraliser 1’oxygéne singulet. Cette activité antioxydant est liée a leur longue chaine
polyénique (DOMONKOS et al., 2013).

- Les composés phénoliques : grace a leur structure, ils ont une forte capacité anti-oxydante en
particulier les flavonoides et les tannins. Les flavonoides peuvent neutraliser les radicaux
libres en donnant un atome d'hydrogeéne disponibles dans leurs groupements hydroxyles
(KAMEL GHEDIRA, 2005). Les tannins ont également une grande capacité anti-oxydante
grace a leur noyau phénol (PERONNY, 2005), ils jouent un role primordial dans I’anti-
oxydation des lipides (HEIMEUR et al., 2004).

- 1l existe d’autres molécules exogenes qui sont dotées d’un potentiel antioxydant important
comme : Les oligo-¢léments (Se, Cu, Zn) et les protéines (la ferritine) (PASSERIEUX et al.,
2015).

1.5.2.3. Activité anti-oxydante chez les Ulvaceae
Récemment, la recherche s’est concentrée sur ’activité anti-oxydante des algues appartenant a la
famille des Ulvaceae. De nombreuses études ont prouvé que les espeéces du genre Ulva ont un
potentiel antioxydant en les soumettant dans des conditions de stress (LUO et LIU, 2011;

SCHWEIKERT et BURRITT, 2012; BOURGUIBA et al., 2017; YANG et al., 2019)

24



Chapitre 11 :

‘Matériel et méthodesi

____________________________



CHAPITRE II : Matériel et méthodes

Chapitre 11 : Matériel et méthodes

L’objectif de ce travail est la valorisation biotechnologique des algues appartenant a la famille
des ulvacées. Cette deuxieéme partie comprend le matériel et les protocoles adoptés pour
I’identification de I’ Ulva sp récoltée aux niveaux des deux plages KOUALI et SIDI GHILES
de la wilaya de Tipaza, pour I’évaluation de sa composition biochimique globale et
I’extraction des molécules bioactives. Ces dernieéres ont fait I’objet d’une caractérisation
sommaire et d’une étude des propriétés pharmacologiques (activité anti-inflammatoire et anti-
oxydante).

Ce travail a été mené a terme grace a la collaboration de plusieurs €tablissements et centres de
recherche a savoir I’ENSSMAL, le Ilaboratoire national de controle des produits
pharmaceutiques (LNCPP), le Centre de Recherche Nucléaire d’Alger (CRNA), le Centre de
Recherche Nucléaire de Draria (CRND), et le centre de recherche scientifique et technique en

analyses physico-chimiques (CRAPC).

Récolte et échantillonnage des algues
II.1.1. Site d’étude
La récolte des échantillons a été effectuée pendant le mois de novembre 2019 et le mois de
janvier 2020 au niveau de deux stations au niveau de la plage de KOUALI et la plage de SIDI
GHILES, Les coordonnées lombaires des deux stations sont présentées dans les Figure I1.1 et

Figure IL.3.

Station 2: Plage Kouali
36°3527.6"N 22939 9E

Figure I1.1 :Situation géographique Figure IL.2 : Plage de KOUALI de la
de la plage de KOUALI

wilaya de Tipaza
(GOOGLE EARTH.2020)

Station 1 : La plage de KOUALI (Figure I1.2) se situe au niveau de la baie de Bou-Ismail, elle

se localise a environ 70 km a 1’Ouest d’Alger, c’est une plage ouverte située a I’Est de la ville
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de Tipaza. Elle occupe une surface de 5 km. Ses coordonnées géographiques sont

36°3527.6"N 2°29'39.9"E. ce site est considéré comme une zone de référence car
l'activité anthropique est réduite.

Station 2: Plage Sidi Ghiles
36°35'11.2"N 2°07'40.5E

Figure I1.3: Situation géographique de la
plage Sidi Ghiles
(GOOGLE EARTH.2020)

Figure I1.4: Plage Sidi Ghiles

Station 2 : La plage Sidi Ghiles (Figure I1.3 et I1.4) se trouve est au nord-ouest de la wilaya de

Tipaza, a environ 32 kma l'ouest de Tipazaet a 7 kmau sud-ouest de Cherchell. Ses
coordonnées géographiques sont 36°35'11.2"N 2°07'40.5"E.

I1.1.2. Matériel végétal

Les échantillons ont été récoltés manuellement a une profondeur allant de 10 a 60 cm.
L'échantillon recueilli a été lavé sur place avec 1'eau de mer, puis tri¢ a la main pour écarter

les matieres étrangeres telles que les €épiphytes et la contamination d'autres algues (Figure
1L.5).
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Figure IL.5 : Récolte des échantillons

Arrivé au laboratoire, 1'échantillon a été de nouveau lavé avec de l'eau courante pour le
débarrasser des sédiments, petits animaux, débris de coquillages).

Hormis une petite partie de la récolte qui a servi a I’identification, le reste des algues est séché
dans une chambre a température ambiante et a I'obscurité pendant quelques jours.

Une fois sec (Figure I1.6), I’échantillon est récupéré, broyé en poudre a 1’aide d’un broyeur
puis tamiser afin d’avoir une fine granulométrie (Figure I1.7), cette poudre est ensuite stockée
dans des bocaux fermés hermétiquement et placée dans un endroit a 1’abri de la lumiére et a

température ambiante avant son utilisation.

Figure I1.6: Algue séchée et coupée Figure I1.7: Algue broyée en poudre

I1.2. Identification et caractérisation des algues
Les algues récoltées ont été identifiées au niveau du laboratoire de biologie de ’ENSSMAL,

en examinant un certain nombre de caractéres morpho-anatomiques (forme, taille et couleur),
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morphologiques et anatomiques en suivant les clés d'identification rapportées dans la

littérature. Fiche FAO (BAUCHOT et al., 1987)

I1.3. Détermination de la composition chimique globale des algues
I1.3.1. Détermination de la teneur en eau
e Principe :
La teneur en eau des algues est déterminée par une méthode thermogravimétrique. Cette
méthode repose sur la pesée de 1’échantillon avant et apres séchage a 105°C pendant 24h
(AOAC, 1980). La différence des poids rapportée au poids initial correspond au taux
d’humidité.

e Mode opératoire :

» Peser les creusets en porcelaine vides

» Peser dans ces creusets 2 g d’algues fraiches puis 2 g d’algues séchées
» Placer les creusets dans une étuve a 105°C pendant 24 h

» Retirer les creusets et les placer dans un dessiccateur

» Apres refroidissement repeser les creusets

Le taux d’humidité des algues est calculé selon la formule suivante :
M1 — M2

—x 100
M1 — MO

H% =

Avec :

H% est la teneur en humidité en pourcentage; My est la masse du creuset vide en g ; Mjest la
masse en g du creuset et des échantillons avant séchage ; M» est la masse en g du creuset

et des échantillons aprés séchage.

I1.3.2. Détermination de la teneur et de la composition minérale
I1.3.2.1. Détermination de la teneur en minéraux
e Principe :
La teneur en matiéres minérales est déterminée par la méthode référentielle (AOAC, 1999).
Elle est obtenue par ¢limination de la maticre organique suite a I’incinération les algues

séchées dans un four a moufle a 600°C pendant au moins 4h, jusqu’a calcination compléte.

La mati¢re minérale se précipite sous forme de cendres blanches.
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e Mode opératoire :

Peser les creusets en porcelaine vides.

Peser 2 g d’algues séchées (Séchées a 1’air libre puis a I’étuve)

Placer les creusets dans le four a moufle a 600°C pendant 4 heures.(Figure 11.8)

Retirer les creusets et les placer dans un dessiccateur.

YV V V VYV VY

Peser les creusets encore une fois apres refroidissement.
La teneur en matiére minérale est calculée comme suit :
3—-P1

P
MM(%) = —— x 10C
o) =3P ™

Avec :
P1 : poids du creuset vide
P2 : poids du creuset contenant la prise d'essai

P3 : poids du creuset contenant le résidu incinéré

Figure I1.8 : Creusets contenant 1’algue séchée dans le four a moufle a 600°C

I1.3.2.2. Détermination de la composition minérale par spectroscopie fluorescence a
rayon X (XRF)

e Principe :

La spectroscopie par fluorescence de rayons X est une technique analytique de spectroscopie
atomique qui implique le bombardement des échantillons avec un rayonnement primaire, lors
de cette interaction, le rayonnement primaire excite les électrons dans les coquilles internes
des atomes et provoque une perte d'¢lectrons dans la coquille. Les ¢électrons comblent alors
cette lacune dans les coquilles d'énergie inférieure en émettant des photons a une longueur
d'onde précise. La fluorescence résultante peut étre utilisée pour déterminer les éléments

présents dans I'échantillon de Na a U. (HERREROS-CHAVEZ e/ al., 2019).
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e Mode opératoire :

Un appareil XRF Niton® XL3t de type pistolet équipé d'un tube a rayons X a été utilisé.
L’échantillon solide de fine granulométrie est placé dans une coupelle a bague de 32 mm de
diametre, il est ensuite recouvert d’un film en Mylar a travers lequel il est analysé. Le

lancement des analyses peut alors étre piloté depuis I’ordinateur.

I1.3.3. Détermination de la teneur en lipides

e Principe :

La détermination de la fraction lipidique est réalisée par la méthode de Soxhlet. Une méthode
gravimétrique qui repose sur la pesée de I’échantillon avant et aprés extraction.

Les lipides sont insolubles dans 1’eau et trés solubles dans les solvants organiques, tel que
I”¢éther éthylique et c’est cette propriété qui permet leur extraction.

La méthode de Soxhlet est une méthode gravimétrique, puisqu’on pése 1’échantillon au début

et a la fin de I’extraction.

e Principe

L’algue est pesée et placée dans une capsule de cellulose. L’échantillon est extrait en continu
par 1’éther éthylique a ébullition (T°=35°C) qui dissout graduellement la matiére grasse. Le
solvant contenant la matiere grasse retourne dans le ballon par déversements successifs causés
par un effet de siphon dans le coude latéral. Comme seul le solvant peut s’évaporer de
nouveau, la mati¢re grasse s’accumule dans le ballon jusqu’a ce que I’extraction soit
compléte. Une fois I’extraction terminée, 1’éther est évaporé dans un rota vapeur et la maticre
grasse est pesée.

Les cartouches de cellulose sont perméables au solvant et a la matiere grasse. Ces cartouches

sont jetables.

e Mode opératoire : (AISSOU, 2019)

» Peser trois cartouches en Cellulose vides.

» Peser dans deux cartouches 2 g de poudre d’algue (Algue séchée finement broyer) et
laisser la troisieme vide (Elle va servir de blanc).

» Peser les ballons vides.

» Placer les cartouches avec I’échantillon dans le Matra Figure 11.9)

» Ajouter 160 ml d’Ether éthylique dans chaque poste.

» Régler le dispositif chauffant du ballon a 60°C.
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PN 5=

L B e Y

Figure I1.9 : Extraction des lipides par un extracteur
de Soxhlet
» L’extraction se fait pendant 4 heures. Une fois terminée, on évapore le solvant contenu
dans les ballons dans le rota-vapeur (Figure I1.10).
» Laisser refroidir et repeser les ballons.

Figure I1.10 : Evaporation du solvant par un rota-vapeur

La teneur en lipides (%) est estimée par la formule suivante :

T lipides (%) = Maasse des lipides % 100
shetrenfipides " Masse de I'échantillon

Sachant que :

Masse des lipides = P1 — PO

P1 : Poids du ballon apres extraction

PO : poids du ballon avant extraction
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I1.3.4. Détermination de la teneur en protéines

Elle est déterminée par la méthode de Biuret modifiée.

e Principe :

Les protéines sont des macromolécules formées par I’assemblage d’acides aminés, eux-
mémes unis par des liaisons peptidiques. Une réaction colorée, trés employée pour I’analyse
qualitative et quantitative des peptides et des protéines et qui n’est pas donnée par les acides
aminés libres, est la réaction du biuret. Dans cette réaction, les ions cuivriques (provenant du
sulfate de cuivre, un réactif de la réaction) forment avec les liaisons peptidiques un complexe
de coloration bleue-violacée en milieu alcalin. Le nombre de liaisons peptidiques, et par
conséquent, la concentration en protéines (C), détermine 1’intensité de cette coloration. Cette
méme intensité est mesurable en termes de densité optique (DO) par un spectrophotometre:
c’est ce qu’on appelle « dosage colorimétrique » ou la DO est fonction de la concentration

selon la loi de Beer-Lambert : DO=f(c)

o Mode opératoire :

» Préparer une solution meére de Sérum albumine bovine (BSA) a 1 %

» Préparer ensuite une gamme en utilisant différentes concentrations de BSA (0,1- 0,2- 0,3-
0,4- 0,5 g/1) ainsi que 1’échantillon.

» Ajouter de I’eau distillée (volume final vi=Iml) et du NAOH dans la gamme et
I’échantillon

» Ajouter dans la gamme et I’échantillon un volume du réactif de Biuret

» Incuber a T° ambiante, de 30 a 90 min, a 1’abri de la lumiére

» Lecture a 545nm apres 35min d’incubation

» Tracer la courbe étalon, DO=f{(c).

I1.3.5. Détermination de la teneur des sucres totaux
I1.3.5.1. Dosage des sucres libres
Pour le dosage des sucres solubles présents dans ’algue Ulva sp, on utilise la méthode

DUBOIS et al.(1956) modifice.

e Principe :
Les sucres totaux sont déterminés selon la méthode de Dubois et al. (1956) dont le principe
repose sur la réaction suivante : l'acide sulfurique concentré provoque, a chaud, le départ de

plusieurs molécules d'eau a partir des oses.
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Cette déshydratation s’accompagne par la formation d'un hydroxymethylfurfural (HMF) dans
le cas d'hexose et d'un furfural dans le cas d'un pentose. Ces composés se condensent avec le
phénol pour donner des complexes colorés (jaune-orangé). L'intensité de la coloration est
proportionnelle a la concentration des oses. La densité optique est mesurée a 490 nm a ’aide

d’un spectrophotometre.

e Mode opératoire :
» Préparation de I’extrait aqueux : 10 g de poudre d’algue sont traité par 2 ml d’eau distillée.
» Le dosage : Un volume de I’extrait aqueux est mélangé avec du Phénol glacial a 80% et de
I’acide sulfurique concentré a 95% de pureté et de densité d = 1,84.
Une fois le mélange est homogene, une premicre incubation a température ambiante
pendant 10 minutes est réalisée, puis une deuxieéme incubation a 30°C pendant 20 minutes.
L’absorbance est mesurée a 492 nm contre un blanc.
Dans les mémes conditions opératoires, une gamme étalon a été préparée en utilisant le
saccharose a différentes concentrations : 0, 0.05, 0.3, 0.5, 0.8, 0.95ug/ul.
La teneur en sucre soluble est estimée a partir de I’équation de régression de la courbe

d’étalonnage, et elle est exprimée en %.

I1.4. Extraction des biomolécules d’intérét pharmacologique

I1.4.1. Extraction, Séparation et identifications des pigments photosynthétiques
I1.4.1.1. Extraction des pigments photosynthétique

e Mode opératoire : (THANH-TURC ET ESCALLE-LEWIS, 2011)

» Mettre 10g de poudre d’algue dans un mortier puis ajouter 65 ml d’éthanol ;

» Broyer a l'aide du pilon jusqu'a ce que le solvant prenne une couleur vert foncé ;

» Filtrer le broyat sur papier filtre, le filtrat obtenu doit avoir une couleur verte translucide;

» Récupérer le résidu et procéder a une deuxiéme macération dans 65 ml de
Dichlorométhane ;

» Filtrer la solution, les deux filtrats sont mélangés puis évaporés au rota-vapeur.
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I1.4.1.2. Séparation et identification des pigments photosynthétiques
11.4.1.2.1. Chromatographie de partage sur colonne avec le gel de silice

e Principe :

La chromatographie de partage consiste en une répartition différentielle de deux solvants qui
constituent une phase mobile et une phase stationnaire. Cette dernicre est obtenue par greffage
du premier solvant sur un support solide a I’intérieur de la colonne. La solution de
chlorophylle extraite est déposée sur cette colonne. La phase mobile (éluant) permet de
séparer les pigments de la chlorophylle par affinité. Le caroténe étant le plus apolaire, il est
¢lué grace a un ¢luant constitué de 90% de solvant apolaire et de 10% de solvant polaire.
Suivant la polarité du pigment on change d’¢luant pour obtenir la meilleure affinité. Ainsi on
recueille les différents constituants de la chlorophylle par fractionnement. On obtient donc
plusieurs couleurs suivant les pigments chlorophylliens. Grace a la couleur des pigments,

cette méthode qualitative permet un suivi visuel de leur migration (Figure I1.11)

e Mode opératoire :

On réalise préalablement une colonne de gel de silice qui servira de phase fixe ou stationnaire.

» Préparer 100ml d'éluant solvant apolaire/solvant polaire 9:1

» Placer du coton cardé au fond d’une burette de 25ml (30 cm de hauteur et 02.5 cm de
diametre). Recouvrir le coton de 0,5 cm de sable de Fontainebleaux et déposer quelques
millilitres d'¢luant afin de chasser l'air enfermé dans le coton.

» Dans un bécher, peser 12g de silice seéche d'une granulométrie comprise entre 0,063 et
0,200 mm et ajouter 25ml d'¢luant. Agiter afin d'obtenir un gel.

» Verser ce gel dans la burette et rajouter de I'éluant si le gel se solidifie. « Tapoter »
légeérement la colonne afin de chasser les éventuelles bulles d'airs et de tasser la colonne.

» Déposer une seconde couche de 0,5cm d'épaisseur de sable de Fontainebleaux afin de
garder le haut de la colonne de silice toujours plat lors des dépdts d'échantillon et d'éluant.
Une fois que la colonne est tassée, jeter le surplus d'¢luant de la colonne afin que son
niveau arrive au ras du sable

» Travailler a ’obscurité pour éviter ’oxydation des pigments. Le suivit de 1'¢lution de
chaque pigment chlorophyllien se fait visuellement en suivant la séparation de chaque
couleur lors des différentes élutions

» Prélever I’extrait brut et déposer au-dessus de la colonne a I’aide d’une pipette.

» Laisser couler le solvant en en rajoutant réguliérement de 1’¢luant en haut de la colonne, le

premier pigment est ¢lué¢ en ajoutant 1’¢luant Ether de Pétrole/Ether Ethylique 9:1.

35



CHAPITRE II : Matériel et méthodes

Continuer 1'¢lution avec le méme éluant jusqu'a ce que celui-ci sorte de la colonne et qu'il
soit completement récupéré. C’est dans la premiére fraction.

» Changer ensuite les proportions de solvant dans 1'éluant (Ether de Pétrole/Ether Ethylique
1:1) afin de séparer deux pigments chlorophylliens.

> Le dernier pigment est ¢lu¢ grace a I'éluant : Ether de Pétrole/Ether Ethylique 1:9.
Continuer I'élution jusqu'a récupération de la quatrieme fraction.

» Récupérer les différentes fractions puis placer-les dans des piluliers hermétiques bruns

» Conserver ces fractions dans le congélateur a une température (-20°C) jusqu’a nouvelle

utilisation.

Figure I1.11 : Colonne de chromatographie de gel
de silice pour la séparation des pigments.

e Analyse spectrophotométrique :
Les différentes fractions de pigment obtenus ont fait 1’objet d’une analyse au
spectrophotométre avec un balayage de spectre de 350 nm a 700 nm, afin de déterminer

I’absorbance maximale de chaque fraction A=f(A).

11.4.1.2.2. Chromatographie sur couche mince
e Principe :
La chromatographie sur couche mince permet une séparation des pigments dans un but
d’analyse. La phase fixe est composée d'une couche solide sur laquelle est déposé un gel de
silice servant de support et la phase liquide est constituée d’un éluant qui sépare les différents
pigments. Plusieurs gouttes de 1’échantillon sont déposées sur la phase fixe a I’aide d’une

micropipette pour former une tache.
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La plaque de silice est mise en contact avec la phase liquide qui va migrer et entrainer les
composés par capillarité. Une fois que la migration est terminée, on obtient plusieurs taches

colorées sur la plaque de silice correspondantes aux différents composants de I’extrait brut

e Mode opératoire :

» Activer la plaque de silice (d'environ 15 cm de long et 20 cm de large) a T (C°) ambiante
pendant une heure.

» Avec un crayon, tracer délicatement une ligne de départ a 02cm croix du fond de la plaque
mettre des croix qui serviront comme repere pour déposer les échantillons (les croix sont
distancées de 02 cm).

» A Tl’aide d’une micropipette prélever une goutte d’extrait d’algue (extrait brut et 04
fractions obtenues précédemment, déposer chaque échantillon a I’emplacement marqué et
attendre que ¢a séche. Répéter cette opération plusieurs fois afin que la tache soit bien
visible.

» Lorsque les dépdts sont secs, Déposer délicatement la plaque CCM dans la cuve et laisser
I’¢luant migrer en imprégnant la silice.

» Retirer la plaque de la cuve et marquer le front de 1'¢luant a I’aide d’un trait au crayon.

» Observer le chromatogramme et entourer au crayon, les différentes taches colorées qui
apparaissent.

» Noter la distance de migration de chaque tache et calculer le rapport frontal. On appelle
rapport frontal Rf d'une espéce chimique, le rapport entre la distance x parcourue par
l'espéce et la distance y parcourue par 1'éluant pendant le méme temps. Le Rr dépend de la

nature du produit, de I'¢luant et de la phase stationnaire.

¥ Distance parcourue par la substance
R, =—=
fy Distance parcourue par l'éluant

I1.4.2. Extraction et analyses biochimiques des polysaccharides

11.4.2.1. Extraction des polysaccharides
Il existe différentes méthodes pour extraire les polysaccharides. Généralement, celle-ci est
réalisée par des solutions aqueuses a des températures comprises autour de 80-90°C contenant
un agent chélatant cationique type oxalate de sodium (LAHAYE et ROBIC, 2007; ROBIC et
al., 2009b), oxalate d’ammonium acide(ROBIC et al., 2009b) ou basique (RAY et LAHAYE,
1995), ainsi que du DMSO et des acides.
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Dans notre étude on utilise le protocole de BURLOT (2016) modifi¢ pour extraire les

polysaccharides.

e Mode opératoire :

Le protocole d’extraction des polysaccharides est illustré dans la Figure 11.12

Protocole 1 :

15 gramme d’algues séchées et finement broyées sont insérées dans trois cartouches de
cellulose (5g dans chaque cartouche), qui sont placées a I’intérieur d’extracteur Soxhlet
(Chaque cartouche dans un matra) (Figure 11.13)

Une premiere extraction pendant une heure est effectuée avec 450 ml de I’acétone 100% (150
ml dans chaque post).

Par la suite une seconde extraction avec 1’extracteur Soxhlet est réalisée pendant 1h avec 450
ml de I’éthanol absolu. Ces deux extractions permettent de dépigmenter 1’algue, aussi
d’obtenir des résidus pauvres en protéine et en lipides. Les résidus sont séchés a 1’étuve a
105°C (Figure 11.14)

L’échantillon ainsi séché est macéré dans 375 ml d’eau distillée pendant 2h a 80°C et sous
une agitation constante (Figure I1.15).

Apres une filtration a 1’aide de la gaze (Figure 11.16), le filtrat contenant les polysaccharides
est récupéré et refroidi. Deux volumes de 1’éthanol absolu sont ajoutés progressivement au
filtrat avec une agitation manuelle et vigoureuse.

Les polysaccharides précipitent en formant une pelote auteur de 1’agitateur en verre. Cette
pelote est lavée et désagrégée a 1’éthanol, puis placée a 1’étuve a 60°C pendant 24h, ensuite
broyée finement a I’aide d’un mortier et conservée dans un flacon hermétique brun a
température ambiante dans un endroit sec, jusqu’a utilisation.

Protocole 2 :

Afin d’améliorer le rendement d’extraction, on reproduit le méme protocole précédant en

doublant la durée de chaque traitement.
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15 g d'algues séchées et broyées
finement
v

Premieére extraction avec l'acétone
100% pendant 1h

-

Deuxiéme extraction avec
I'éthanol absolu pendant 1h

-
Séchage a I'étuve a 105°C pendant
une dizaine de minutes

-
Macération a 1'eau distilée
pendant 2h a 80°¢
-

Filration a la gaze

-~

Précipitation a I'ethanol absolu
(2 volumes)

~

Pelote de polysaccharides

-
Séchage, broyage et
conservation

Figure I1.12 : Protocole d’extraction des
polysaccharides

@ O 1

Figure I1.13 : Figure I1.14 : Residus Figure I1.15 : Macération
Extracteur Soxhlet appauvris a I’eau chaude
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Figure I1.16 : Filtration

I1.4.2.2. Calcul du rendement d’extraction
Le rendement d’extraction est un rapport entre la masse de précipité séché a 60°C pendant 24
h et la masse de la poudre d’algue séche insérée dans la cartouche en cellulose. Il est calculé

selon la formule suivante :

M1
Rendement des polysaccharides% = Mo ®* 100

Sachant que :
MO : Masse de la poudre d’algue insérée dans la cartouche en cellulose.

M1 : Masse du précipité apres séchage

11.4.2.3. Analyses biochimiques des polysaccharides
11.4.2.3.1. Analyse par Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier

e Principe :

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique analytique
rapide et simple qui permet 1’identification des différents groupements fonctionnelles présents
dans un échantillon d’une maniére non destructive.

Elle traite ’interaction des molécules avec les ondes électromagnétiques répartis entre la
partie visible et la partie micro-ondes de 10000 a 100 cm™'. Lorsqu’une molécule est irradiée
par un rayonnement IR, elle peut absorber partiellement ou sélectivement ce rayonnement et
transfert son énergie (I’énergie du photon) en vibration moléculaire ce qui conduit a

’apparition d’une bande d’absorption a cette longueur d’onde (KAFLE, 2020).
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e Mode opératoire :
1 mg de poudre des polysaccharides séchés est mélangé avec 130 mg de KBr. Le mélange est
comprimé en un disque de KBr (8 tonnes pendant 5 minutes). La résolution spectrale est de 4

cm (SARI-CHMAYSSEM et al., 2019)

11.4.2.3.1.1. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
e Principe
La RMN 'H peut étre utilisée pour identifier les molécules via un déplacement chimique
particulier des protons. Elle ne nécessite pas de courbe d'étalonnage ni de standards et n'est
pas affectée par la teneur en eau (BUSCHMANN et al. 2013). Cette technique, permet de
déterminer la structure d'une molécule organique mettant en jeu les atomes d’hydrogeéne. En
exposant I’échantillon a un champ magnétique, les atomes d’hydrogéne s’excitent et

retournent a 1’état initial tout en apparaissant sous forme de pics sur un graphique (spectre)

(AUDAT, 2013).

e Mode opératoire

» Préparer une solution de 5 mg de I’extrait dans 600 pl d’oxyde de deutérium (D20O) et
chauffer jusqu’a obtention d’une solution homogene.

» Soumettre I’échantillon a un champ magnétique dans un appareil BRUKER de 400 MHz a
70°C.

» Lecture

I1.4.3. Extraction et dosage des composés phénoliques
I1.4.3.1. Extraction des composés phénoliques

e Mode opératoire :

L’extraction des polyphénols s’effectue selon le protocole de MEZDOUR et MENAD.(2018)

(Figure 11.17).

50 g d’algues séchées et finement broyées sont macérées dans un mélange d’acétate

d’éthyle/eau 6 :1(V/V) pendant 4 h. Le mélange est filtré sous vide puis centrifugé (3000

tours/minutes) pendant 15 minutes.

L’extrait est concentré a 1’aide d’un rotavapeur et conserveé a -20°C jusqu'a utilisation.
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50 g d'algues séchées et broyees
finement

Extraction dans I'acétate
d’éthyle/eau 6 :1(V/V) pendant 4 h

-
Filration sous vide

-
Centrifugation (3000 tr/min)
pendant 15min

-

Concentration dans le
rotavapeur

-

Conservation a -20°C

Figure I1.17 : Protocole d’extraction des polyphénols

11.4.3.2. Dosage des composés phénoliques
e Principe :
Le dosage des polyphénols totaux est effectué selon la méthode de Folin Ciocalteu. Une
méthode colorimétrique qui repose sur 1’utilisation d’un réactif jaunatre « Réactif de Folin ».
Ce dernier est composé d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdiques (H3PMO12040). L’oxydation des composés phénoliques réduit ce réactif
en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene(BOIZOT et CHARPENTIER,
2006). La coloration produite, dont 'absorption maximale a 760 nm, est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents.
e Mode opératoire :
Le dosage des polyphénols totaux est effectué selon le protocole de BENARIBA et al. (2013).
Un volume 0.1 ml d’extrait algal est mélangé avec 2ml de Na>xCOs a 2%, le mélange est agité
puis incubé a température ambiante pendant 5 minutes. Ensuite 100 pl du réactif de Folin a
0.2N sont additionnés. Les tubes aprés agitation sont incubés une deuxieme fois pendant une
demi-heure a température ambiante et a I’abri de la lumiere. L absorbance est mesurée a 760
nm contre un blanc. Dans les mémes conditions opératoires, une gamme étalon a été préparée

en utilisant le phénol a différentes concentrations de 50 a 1000 pg/ml.
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Apres I’obtention des valeurs d’absorbance de la gamme étalon, une courbe d’étalonnage est
tracée et une droite de régression linéaire est déterminée, et a partir de cette dernicre la
concentration des extraits en polyphénols est déduite. Le résultat exprimé en pg équivalent
phénol par mg d’extrait. Le taux de polyphénols est calculé selon la formule suivante :

axt

Polyphénols =

Avec :
a : Concentration de polyphénols déterminée a partir de la courbe d’étalonnage.
f: Facteur de dilution (22).

C : Concentration de 1’extrait.

IL.5. Evaluation des propriétés pharmacologiques des biomolécules extraites des
Ulvaceae

I1.5.1. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire in vivo
Pour évaluer [Deffet anti-inflammatoire de chaque extrait algal (polysaccharides et
polyphénols), une inflammation locale aigue est induite par I’application du xyléne a 96% sur
la face interne de I’oreille gauche de la souris (CHADER, 2019).
50 souris BLBC males (20 £2 g) (Figure I1.18) sont divisées en 5 lots (de 10 souris chacun) :
un lot témoin négatif, un lot témoin positif, un lot pour tester les polysaccharides et un autre
pour les polyphénols.
1 heure avant I’induction de 1’cedéme par le xyléne (30 ul), les souris de chaque lot regoivent
sur leurs oreilles gauches les solutions suivantes (Figure 11.19) :
Lot témoin négatif 1 : 100ul d’eau physiologique
Lot Placebo (témoin négatif 2) : 100ul d’acétate d’éthyle
Lot de référence (lot témoin positif): 100 pul du Diclofénac a 1%
Lot essai 1: 100 pul de polyphénols
Lot essai 2 : 100 pl de la solution de polysaccharides a 1% (1g des polysaccharides dans 100
ml d’eau physiologique).
4 heures apres ’application du xyléne, les souris ont été sacrifiées dans un bain d’Ether
(Figure I1.20).
Un disque de 6 mm de diametre de chaque oreille traitée et non traitée a été enlevé (Figure

I1.21), le poids de chaque disque est mesur¢ (Figure 11.22).
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Le potentiel anti-inflammatoire des échantillons testés (polyphénols et polysaccharides) est

déterminé par le pourcentage d’inhibition de 1’cedéme (P10O).

— MD(témoin négative) — MD(Essai)

. p X100
MD(témoins négative)
Avec:
MD (témoin négati) : la moyenne de la différence entre les deux disques des oreilles gauche et
droite des souris du lot témoin négatif.

MD (essai) : la moyenne de la différence entre les deux disques des oreilles gauche et droite

des souris du lot essai.

Figure I1.18 : La pesée des Figure I1.19 : Dépdt de Figure I1.20 : Souris
souris (20 £2 g) I’échantillon sur I’oreille de sacrifiées
la souris

Figure I1.21 : Découpage de Figure I1.22 : Oreille de
I’oreille en disque souris diametre 6mm
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L’estimation de I’élimination d’cedéme est déterminée par le calcul du potentiel d’inhibition
de I’cedéme et par test statistique T (Test de Student en utilisant Excel 2007) qui permet de
comparer deux moyennes (dans ce test, les groupes témoin négatif et témoin positif sont
toujours comparés a un autre lot traité par un produit donné).

Le test T ou test de Student est un test statistique permettant de comparer les moyennes de
deux groupes d’échantillons. Il s’agit donc de savoir si les moyennes des deux groupes sont
significativement différentes au point de vue statistique. L'emploi de ce test reste subordonné
en général a deux conditions d'application importantes qui sont la normalité et le caractere
aléatoire et simple des échantillons. La premiére condition n'est toutefois pas essentielle
lorsque les échantillons ont des effectifs suffisants (en pratique, la valeur de 30 est souvent
retenue) pour assurer la quasi-normalité des distributions d'échantillonnage des moyennes
(ZARROUK, 2012). Dans le présent test, un lot trait¢ par un produit donné est constitué¢ de 10

souris pour des raisons économiques.

I1.5.2. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

Plusieurs méthodes sont utilisées pour déterminer le pouvoir antioxydant, par exemple : la
méthode FRAP (Ferricreducingantioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance
capacity), TEAC (Trolox équivalent antioxidantcapacity) ou ABTS (2,2-azinobis 3-ethyl-
benzothyazoline 6-sulphonate) et DPPH (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl). Parmi tous ces
tests, nous avons utilisé : la méthode du piégeage du radical DPPH (2,2-diphényl- I -
picrylhydrazyl).

e Principe :
Cette méthode est largement utilisée pour déterminer la capacité de piégeage des radicaux
libres d’un échantillon. Elle est basée sur la réduction du radical libre 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH), par don d’atome d’hydrogene ou d’¢lectrons (YAICH et al., 2017)

Le DPPH est un radical libre relativement stable violet en solution, lorsqu’il est réduit en
diphényle picryl hydrazine sa couleur change en virant vers le jaune.

Dans le cas des composés phénoliques, le mécanisme principal d’action est le piégeage des
radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPH alors transformé en une molécule

stable DPPH-H (Figure I1.23), On peut résumer la réaction sous la forme d’équation:

DPPH + (AH),———  DPPH-H + (a),
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Ou:

(AH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH (violet) pour le
transformer en diphényle picryl hydrazine DPPH-H (jaune) (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995)

NO, NO,
: H
a.nN M— + A-H - O, N N—
NO, :: TN NO,
DPPH forme radical libre DPPH-H forme réduite
(Violet) (Jaune)

Figure I1.23 : Mécanisme réactionnel du test DPPH
(MOLYNEUX, 2004)

L’absorbance mesurée a 517 nm sert a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH
qui est proportionnelle au pouvoir anti - radicalaire de 1’échantillon (SANCHEZ-MORENO,
2002).

e Mode opératoire :

L'activité de piégeage des radicaux libres a été¢ évaluée par la méthode décrite par Brand-
Williams et al (1995), adaptée aux microplaques a 96 puits

Préparation du DPPH : La solution du DPPH est fraichement préparée en solubilisant 2.4 mg
de DPPH dans 100 ml d’éthanol absolu. Cette solution est conservée au réfrigérateur et peut
étre utilisée pendant 20 jours

Avant le dosage de I’activité, les différents composants extraits de 1’algue Ulva sp c'est-a-dire
les pigments Chlorophylle, Caroténe et Xanthophylle, les polysaccharides sulfatés et les poly
phénols ont été testés pour le pouvoir antioxydant. Cependant, le dosage de I’activité a été
effectué seulement pour I’extrait phénolique (a cause du confinement, pandémie Covid-19).
Pour le dosage, des dilutions ont été préparées a différentes concentrations. 50ul de chaque
concentration de 1’extrait est mélangé avec 1950ul de la solution de DPPH pour un volume

final de 2ml
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Le mélange réactionnel est bien agité et laissé au repos a température ambiante dans
l'obscurité pendant 30 min jusqu’a décoloration.

L'absorbance du mélange est mesurée a 517 nm en utilisant des plaques de microtitration a
fond plat 4 96 puits et a I’aide d’un lecteur automatique de microplaque

De l'acide ascorbique a été utilis¢é comme contrdle positif dans les mémes conditions et a
différentes concentrations

L’activité scavenger est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH. Elle est

estimée selon 1’équation ci-dessous :

DOcontrole — DOextrait
) ®* 100

AARYW = (
’ D0contole

Avec :

AAR (%) : Activité anti-radicalaire du DPPH.

DO témoin: Densité optique du tube contréle négatif.

DO extrait : Densité optique de I’échantillon.

La valeur IC50 est déterminée avec la courbe et elle correspond a la quantité d'antioxydant

nécessaire pour inhiber la formation de radicaux DPPH de 50%.(HARDOUIN et al., 2016)
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Chapitre III : Résultats et Discussion

I11.1. Identification des algues
Apres observation des caractéres morphologiques (macroscopique et microscopique) des
échantillons fraichement récoltés aux niveaux des deux plages Anse de Kouali et Sidi Ghiles,
deux espéces ont été identifiées. Il s’agit de 1’Ulva lactuca, et 1’Ulva fasciata. Dont la
classification est représentée dans le Tableau III.1 et Tableau I11.2
Les criteres d’identification sont représentés dans le Tableau I11.3

L’algue Ulva faciata est une variété de 1'Ulva lactuca, c'est li¢ au cycle vegetatif (sporophyte)

(GUIRY et GUIRY. 2020)

Tableau II1.1 : Classification d’Ulva lactuca Tableau I11.2 : Classification d’Ulva fasciata
Embranchement  Chlorophyta Embranchement Chlorophyta
Classe Ulvophyceae Classe Ulvophyceae
Ordre Ulvales Ordre Ulvales
Famille Ulvaceae Famille Ulvaceae
Genre Ulva Genre Ulva
Espéce Ulva lactuca Espeéce Ulva fasciata

Tableau II1.3 : Cl¢ d’identification des deux espéces d’algues.
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Espece utilisée

Identification par Fiche FAO (BAUCHOT et
al., 1987)
Caractéres distinctifs

Observation microscopique Gr x 40 x10 d’une coupe
transversale du thalle d’Ulva lactuca montrant une lame
constituée de 2 couches de cellules superposées

Observation microscopique Gr x 40 x10 des cellules
rectangulaires présentes dans le thalle d’Ulva lactuca

Observation microscopique Gr x 60 x10 des bords non
denticulés du thalle d’Ulva lactuca

» Caractéres macroscopiques

- Algue marine d’une couleur verdatre
translucide.

- Le thalle est en forme d’une large feuille
mince avec une marge ondulée, il porte un
crampon discoide par lequel 1’algue se fixe

sur les substrats.

» Caractéres microscopiques

- L’appareil végétatif d’Ulva lactuca est
formé d’une bicouche cellulaire, ce qui
permet de la distinguer du genre
Enteromorpha.

- Les bords sont non denticulés de ce thalle

- les cellules sont polygonales, pourvues d’un

plaste pariétal d’une taille importante.
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Ulva fasciata Delile, 1813

Observation microscopique
Gr x40 x10 d’une coupe transversale du thalle de I’Ulva
fasciata montrant une lame constituée de 2 couches de
cellules superposées

g ;

f'?. ‘di

m;mﬁl
Observation microscopique
Gr x 40 x10 d’une coupe histologique du thalle de

I’Ulva fasciata montrant le bord dépourvu de dents
microscopiques et présence de cellules polygonales

» Caractéres macroscopique

Une algue verte marine fixée sur les substrats
avec une base en forme de tube, son thalle est

tubuleux avec des bords ondulés.

> Caractéres microscopique

-La coupe transversale du thalle montre deux
rangés de cellule.

- Le bord du thalle est dépourvu de dents
microscopiques

-Les cellules se présentent sous une forme
polygonale contenant des plastes d’une taille

moins importante que celle d’Ulva lactuca.

I11.2. Composition chimique globale d’Ulva sp

La composition chimique globale de /’Ulva est représentée dans le Tableau I11.4.

Tableau II1.4 : Composition chimique globale de I’algue Ulva sp

Composant Teneur
Eau 17.25%%* 86.13%**
Minéraux 19.9 %*
Lipides 1.43%*
Protéines 11.83%*
Sucre totaux 49.59%%*

* : Résultat exprimé par rapport a la matiere séche
** ; Résultat exprimé par rapport a la maticre fraiche
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II1.2.2. Teneur en eau
D’apres le Tableau II1.2, la teneur en eau de I’ Ulva sp (mélange des deux especes d’algue) est
estimée par rapport a la maticre fraiche (MF) et la maticre séche elle est de 17.25% (MS)
et de 86.13% du poids de I’algue fraiche (MF).
Ces résultats corroborent avec ceux de la littérature. Selon les auteurs (YAICH et al., 2011;
YAICH et al., 2015; OUCIF et al., 2020), les teneurs en en eau enregistrées chez I’espéce Ulva
lactuca sont dans I’ordre (74.9+0.0052% (MF), 85.05+0.15 % (MF) et 12.63£0.3%(MS).
En effet, Ulva sp provient d’un milieu marin et est immergée dans I’eau durant tout son cycle de
vie, ce qui explique la forte teneur en eau a 1’état frais.
A T’état sec, la teneur en eau peut étre influencée par plusieurs facteurs entre autres le mode de

séchage et les conditions de stockage.

I11.2.3. Teneur et composition de la matiére minérale
I11.2.3.1. Teneur en minéraux
Le taux des cendres qui est la teneur de la fraction minérale chez Ulva sp représente 19.9% du
poids sec (Tableau II1.2). Cette valeur est proche aux taux relevés et rapportés dans plusieurs
études :
Pour Ulva reticulata (RATANA-ARPORN et CHIRAPART, 2006; BAROT et al., 2019) ont
trouvé que le taux de cendre était respectivement de 20+0.5% et 17.58+2. YAICH et al. (2011),
ont enregistré¢ 19.59+0.51% (MS) de matiéres minérales chez Ulva lactuca.
Néanmoins, ces teneurs sont considérablement plus faibles que celles signalées par d’autres
auteurs : les taux étaient de 27.13+£0.35% (MS) pour U.lactuca (OUCIF et al., 2020) et de
49.6%(MS) pour U.clathrata (PENG el al., 2015).
La composition chimique des algues est variable et elle est dépendante de plusieurs facteurs :
» Facteurs endogeénes qui sont liés a I’algue elle-méme, son métabolisme, son stade de
croissance, sa structure et la composition de sa paroi.
» Facteurs exogenes tels que I’habitat, la saison, la température, la salinité, la présence de

polluants dans le milieu environnant.

I11.2.3.2. La composition minérale
La composition minérale est déterminée en utilisant la XRF. Les principaux minéraux

déterminés dans 1’algue Ulva sp sont illustrés dans les figures I11.1 et II1.2.

48



CHAPITRE III : Résultats et Discussion

Macro-minéraux
8mg/g

mS
mK
Mg
mCa

mp

Figure III.1: Les macro-minéraux présents dans

I’algue Ulva sp

Micro-minéraux

EMo MFe WAl BZn ESr MAutresélements Cu EMTi WRb mVv

Figure II1.2: Les micro-minéraux présents dans 1’algue Ulva sp

Il ressort des deux figures III.1 et II1.2, que I’algue Ulva sp est riche en minéraux. Certains
d’entre eux sont nécessaires a des quantités assez importante (macro-minéraux) et d’autres sont

nécessaires a de petites concentrations et elles deviennent toxique au-dela (micro-minéraux).
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Les résultats en macro-minéraux (S, K, Mg, Ca, P) indiquent que I’algue étudiée présente une
teneur importante en Soufre (203.1 + 0.9 mg/g), suivi de Potassium (169.4 + 1 mg/g) puis de
Magnésium et de Calcium (122.2 £ 1.3 mg/g; 71 £ 0.7 mg/g), et enfin de Phosphore (8 £0.4
mg/g).

Neufs micro-minéraux sont enregistrés dans la présente étude. L’¢élément le plus abondant est le
Molybdeéne (11.4 £ 0.002 mg/g), suivi du Fer (7 £ 0.1 mg/g), puis de I’Aluminium, du Zinc, du
Strontium, du Titane, du Cuivre, du Rubidium et enfin du Vanadium (5.7 = 0.1 mg/g; 0.54 £
0.02 mg/g; 0.4 £ 0.0062 mg/g ; 0.24 £ 0.043 mg/g; 0.194 + 0.02 mg/g ; 0.14 £ 0.00035 mg/g ;
0.016 = 0.0833 mg/g).

La composition minérale de la méme espeéce varie fortement en fonction de la localisation
géographique, de la saison, et des différents facteurs physico-chimiques, ce qui rend les études
comparatives difficiles d’autant plus que 1’échantillon utilis¢ dans cette étude est issu d’un

mélange de deux especes d’Ulves.

II1.2.4. Teneur en lipides totaux
En général, la teneur totale en lipides chez 1’Ulva est inférieure a 4% (MS)(TABARSA ef al.,
2012).Les résultats (1,42% de la matiére séche) (Tableau III.2) obtenus concordent avec ceux
signalés pour différentes especes du genre Ulva (0,2 a 5,6%) ainsi que celles du genre

Enteromorpha (0,07 & 1,06%)(BANERJEE et al., 2009; PENA-RODRIGUEZ et al., 2011).

II1.2.5. Teneur en protéines totales
La teneur en protéines totales dans l’extrait d’algue est déterminée a partir de 1’équation de

régression linéaire de la courbe d’étalonnage (Figure I11.3).

1,2 -
y =3,293x- 0,039
RZ=0,970

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Solution BSA (g/l)

Figure I11.3 : Courbe d’étalonnage de la solution de BSA"
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La teneur en protéines trouvée dans la présente expérience était relativement faible, elle a été
estimée a 11.83 % du poids sec (Tableau III.2). D'autres études, conformément a la recherche
actuelle, ont rapporté des niveaux de protéines similaires, une valeur de 11.88% pour I’espece
Ulva sp cultivée en France (WIJESEKARA et al., 2017), un taux de protéines10.69% pour
U.lactuca (TABARSA et al., 2012) et 10.35% en poids sec pour U.rigida récoltée en Bretagne
région de France (FLEURENCE et al., 1995).

Cette quantité en protéines est dans l'intervalle des taux décrits pour Ulva sp (10-26%) (JOEL
FLEURENCE el al., 2018). Evidemment, la variation de la teneur dépend des espéces, des
saisons, de la localisation géographique et des conditions environnementales (BENJAMA et
MASNIYOM, 2011), La teneur en protéines varie également en fonction du mode d'extraction
et du dosage. Les solutions aqueuses peuvent donner des rendements plus bas que certains

solvants a base de phénols (WIJESEKARA et al., 2017)

I11.2.6. Teneur en sucre
I11.2.6.1. Teneur en sucres totaux
Les sucres totaux représentent 49.59% du poids de I’algue séche (Tableau II1.2). Selon KIM et
al.(2011), la teneur en polysaccharides chez les ulves varie de 38 a 54% de la maticre seche
(MS) . La valeur obtenue dans cette étude se situe dans cet intervalle. Elle est en accord aussi
avec d’autres travaux effectués sur les espeéces d’Ulves: Ulva lactuca (54.9 £ 0.95% MS)

(YAICH et al., 2011) ; (42.81 £ 0.28% MS) (OUCIF et al., 2020)

I11.2.6.2. Teneur en sucres libres
La teneur en sucres libres est déterminée a partir de la droite de régression de la courbe

d’¢étalonnage. (Figure 111.4)
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R?=0,999
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Figure I11.4 : Courbe d’étalonnage du saccharose
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La teneur des sucres libres dans cette étude est de 86 pug équivalent de saccharose /g d’algue

seéche.

De I’ensemble des résultats obtenus, on peut conclure que 1’Ulva est une bonne source naturelle
de glucides, de protéines et de minéraux et contient de faibles niveaux de lipides. Son contenu
chimique peut étre influencé par les conditions de croissance (température de 1'eau, salinité,
lumiére et nutriments). Dans cette étude, 1’échantillon contient de grandes quantités de glucides
49,59 %, suivis de cendres (19,95%) et de protéines (11.83%) (Figure IIL.5). La teneur ¢élevée en
glucides serait compatible avec la croissance et la maturité des algues, les variations saisonniéres
et l'activité photosynthétique. Quand celle-ci augmente, elle induirait une teneur plus élevée en
glucides et une réduction du taux protéique. La relation inverse entre la teneur en glucides et en

protéines est observée chez plusieurs espéces appartenant au genre Ulva.

En effet, La réduction de la teneur en protéines résulte de la diminution de I'azote disponible qui
est sollicité pour la syntheése des glucides (FAREEHA et al., 2013). La teneur en cendres dans
I’Ulva est élevée en raison de la teneur €levée en soufre qui est représentée par les sulfates

probablement associés aux polysaccharides chargés (COSTA el al., 2012).

mEau m Minéraux Lipides Protéines m Sucres

Figure II1.5: La composition chimique globale de 1’algue séchée

Ulva sp
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I11.3. Identification et caractérisation des pigments contenus dans les ulves
Les pigments photosynthétiques extraits des ulves sont identifiés et classés suivant leur

caractéristique spectrale et leur propriété chimique.

IT1.3.1. Caractéristique spectrale des pigments extraits
La séparation par chromatographie de partage des pigments photosynthétiques extraits de /'Ulva
sp a été réalisée a I’aide d’un mélange de solvants apolaire (éther de pétrole) et polaire (ether-
diethylique) en faisant varier les proportions (9/1, 1/1 et 1/9) afin de permettre une meilleure
séparation. Les spectres d’absorption des pigments chlorophylliens extraits de 1’Ulva sont
similaires a ceux extraits des plantes vertes. Il s’agit de la chlorophylle a et b, des caroténes et
des xanthophylles (Figure I11.6). Le solvant (éther de pétrole/ etherdiethylique, 9/1) a permis
I’élution du premier pigment jaune-orange "les caroténes". Ces derniers ne comportant pas
d’atome d’oxygene et sont de méme nature que 1’éther de pétrole (apolaire), ce qui explique leur
affinité pour cette phase mobile et leur élution en premier. Les deux fractions de chlorophylle A
(vert-bleu) et B (vert clair) ont été ¢luées successivement par le solvant (éther de pétrole/
etherdiethylique, 1/1). La chlorophylle B se différencie de la chlorophylle A par la présence un
groupement aldéhyde (-CHO) au lieu d’un méthyle (CH3). La chlorophylle B est donc plus
polaire et plus retenue par la phase stationnaire que la chlorophylle A. La derniére fraction
Xanthophylle (jaune) a été récupérée grace au solvant polaire (éther de pétrole/ etherdiethylique,
1/9). En effet, Les xanthophylles (violaxanthine et néoxanthine) sont des caroténes oxydés, ils
sont polaires puisqu’ils comportent de nombreux atomes d’oxygenes qui vont pouvoir se lier

avec les groupements hydroxyles (—OH) du support solide (gel de silice).

Figure I11.6: Les pigments photosynthétiques de 1’algue Ulva sp obtenus par
chromatographie de partage sur colonne de gel de silice

Les différents extraits obtenus par chromatographie sur colonne ont fait 1’objet d’une
caractérisation d'absorption de la lumiere en réalisant un spectre d'absorption a l'aide d'un

spectrophotomeétre UV visible classique.
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Celui-ci permet de mesurer 1'absorption en fonction de la longueur d'onde (allant de 400 nm a
700 nm). Les spectres obtenus sont comparés aux pigments chlorophylliens décrits dans la
littérature. (HARYATFREHNI et al., 2015).

Pigments caroténes

Le profil du spectre d’absorption des pigments caroténes présente un pic significatif a 451nm
(Figure II1.7). Le caroténe absorbe le bleu. L’ceil percgoit alors la couleur complémentaire
(mélange de vert et de rouge qui ne sont pas absorbés). On voit alors une nuance de jaune-
orangé. D’aprés I’étude de (HYNSTOVA et al., 2018), Les caroténoides dont les caroténes

présentent une large gamme d’absorption spectrale entre 400 et 500 nm.
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Figure IIL.7 : Spectre d’absorption des pigments Caroténes. 1: caroténe extrait de 1’Ulva
(présente étude).2: caroténe extrait d’une plante verte (Thanh-Truc et Escalle-Lewis, 2011)

Chlorophylles A et B

Le spectre de la chlorophylle A a révélé deux pics d'absorption significatifs a 423 nm

et 660 nm, tandis que les pics d'absorption de la chlorophylle B étaient a 450nm et 643nm
(Figure IIL.8). Un maximum d'absorption dans le rouge de la chlorophylle A est observé entre
660 et 665 nm et le maximum d'absorption dans le bleu est enregistré entre 428 a 432 nm.

Il en est de méme pour la chlorophylle B, qui passe de 642 a 652 nm et de 452 a 469 nm
(Figure I11.9) (HYNSTOVA et al., 2018).
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Figure I11.8 : Spectre d’absorption de la Chlorophylle A (1) et B (2) extraits de I’Ulva (présente
¢tude)
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Figure IIL.9 : Spectre d’absorption de la Chlorophylle A (1) et B (2) extraits d’une plante verte

(Thanh-Truc et Escalle-Lewis, 2011)

La chlorophylle est le principal pigment photosynthétique. Deux structures remarquables

caractérisent cette

molécule : un noyau tétrapyrrolique ou chlorine, contenant un atome de

magnésium en son centre et une chaine terpénique ou phytol, constituée de vingt atomes de

carbone. La structure des formes a et b de la chlorophylle est quasi identique, a 1’exception d’une

fonction aldéhyde située sur la chlorine.

Cette différence de structure a une forte incidence sur leurs propriétés optiques respectives.

L’atome de magnésium participe aux propriétés optiques de la molécule alors que le groupement

phytol n’interagit pas avec la lumiere.
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En revanche, en raison de ses propriétés liposolubles, il joue un role essentiel dans I’intégration
de la chlorophylle dans les protéines de la membrane des thylakoides. La synthése et la
dégradation de la chlorophylle mettent en jeu des précurseurs comme la chlorophyllide et des
produits de dégradation (phéophytine, phéophyorbide...) dont les propriétés optiques sont
proches de celles de la chlorophylle. Ces molécules responsables de la formation de radicaux
libres sous 1’action de la lumiére sont dites phototoxiques. Pour limiter cet effet, une chaine de
mécanismes empéche 1’accumulation de ces précurseurs et de produits de dégradation. Leur
influence sur les propriétés optiques de la feuille d’une plante ou du thalle de 1’algue est donc
négligeable. Par contre on peut les retrouver a de fortes proportions lors 1’extraction des

pigments suivant la nature des solvants utilisés (LICHTENTHALER, 1987; FERET, 2009).

Pigment xanthophylle

Trois pics d’absorption de la xanthophylle ont été enregistrés, le premier a 421nm, le deuxiéme a
451nm et le dernier a 472nm, (Figure II1.10). Les caroténoides ont un large spectre d’absorption

qui se situe entre 400 et 500 nm (HARYATFREHNI et al., 2015).
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Figure II1.10 : Spectre d’absorption de la Xanthophylle.1: xanthophylle extrait de 1’Ulva
(présente étude).2: xanthophylle extrait d’une plante verte (Thanh-Truc et Escalle-Lewis, 2011)

Les xanthophylles sont synthétisées a partir des caroténes et possedent en plus des atomes
d’oxygeéne. Dans le chloroplaste, on distingue cinq formes de xanthophylles (lutéine,
zéaxanthine, violaxanthine, anthéraxanthine et néoxanthine). Les caroténoides présentent une
trés forte absorption de la lumiére bleue entre 400 nm et 500 nm. Comme pour la chlorophylle,

leur spectre d’absorption est sensible au solvant utilisé et a I’environnement de la molécule.
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I11.3.2. Propriété chimique des pigments extraits
La chromatographie sur couche mince est une technique analytique principalement utilisée pour
séparer des substances colorées non volatiles, comme les pigments biologiques. La séparation
s’effectue grace a la migration, par capillarité, d’un solvant sur une plaque de chromatographie.
Un mélange de pigments peut étre séparé en fonction de la différence d’affinité de chacun des
pigments pour le substrat sur lequel ils sont placés ainsi que par leur degré de solubilité (défini
par la polarité) dans le solvant utilisé.
Dans cette étude, les pigments avec une faible polarité¢, donc soluble dans le solvant apolaire,
vont migrer vers le haut de la plaque CCM, tandis que les pigments avec une grande polarité, soit
peu ou pas soluble vont rester préts de la ligne de dépot.
L’extrait chlorophyllien brut ainsi que les différentes fractions obtenues par chromatographie de
partage sur colonne ont été analyses par CCM. Les résultats de la CCM sont illustrés ci-dessous :

(Figure III. 11)

Caroténe
Phéophytine
Chlorophylle A
Chlorophylle B

Xanthophylle

Figure II1.11: Identification des différents pigments photosynthétiques par CCM

L’analyse du chromatogramme de ’extrait chlorophyllien brut révele 05 bandes, du haut vers le
bas :

» Carotenes (jaune-orange) : trés peu polaires avec un Rf de 0,87 qui correspond au caroténe.
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* Phéophytine (gris-marron) avec un Rf de 0,74. La phéophytine correspond aux molécules de
chlorophylles sans ’atome de magnésium central dans le noyau porphyrine. Une faible quantité
de phéophytine existe naturellement et participe aux transferts d’électron durant le processus de
photosynthese.

En effet, Les phéophytines interviennent dans la photosynthése comme premiers transporteurs
d'¢lectrons intermédiaires dans la chaine de transferts d'électrons du photosysteme II chez
les plantes (PS II), et du centre réactionnel photosynthétique des bactéries pourpres . Dans ces
deux cas, la lumicre transfere les électrons des centres réactionnels a des phéophytines, qui les
cédent a leur tour a une quinone (Qa), selon un mécanisme semblable dans I'un et I'autre cas. Elle
est surtout un produit de dégradation de la chlorophylle lors des extractions par les solvants. Ce
pigment n’a pas ét¢ mis en évidence lors de I’étude spectrale ; il posséde un maximum
d’absorption a 410 nm et 666 nm. (KLIMOV, 2003)

* Chlorophylle A (vert-bleu) : peu polaire a Rf=0,62.

*Chlorophylle B (vert-jaune) : moyennement polaire a Rf= 0,56.

+ Xantophylle (jaune) polaire. Ce pigment est trés dense et bien visible dont le Rf égale 0,21.

Par ailleurs, I’analyse par CCM et par spectrophotométrie des fractions obtenues de la
chromatographie sur colonne révele que celle-ci a permis globalement une bonne séparation des
pigments. Toutefois, la distinction et la séparation des pigments tels que la chlorophylle A, la
chlorophylle B et la phéophytine reste difficile avec 1’¢luant (éther de pétrole/éther di éthylique
aux proportions 1/1). Selon SAINT-DIZIER. (1981), les produits de dégradation des
chlorophylles ont des spectres d’absorption semblables a ceux des chlorophylles, ainsi ils

interférent sérieusement dans leurs dosages.

I11.4. Caractérisation des polysaccharides
II1.4.1. Rendement d’extraction
Les rendements d’extraction des polysaccharides a partir de 1’Ulva sp sont consignés dans le

tableau I11.5
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Tableau IIL.5 : Rendements d’extraction des polysaccharides d’Ulva sp

Temps d’extraction
Protocole/Temps | 1¢'¢ extraction | 2°"° extraction Macération
d’extraction Méthode Méthode dans ’eau Rendement
Soxhlet Soxhlet chaude
Protocole 1 lh lh 2h 8%
Protocole 2 2h 2h 4h 20%

Une variation importante du rendement d’extraction des PSs est perceptible. En effet il est de
I’ordre de 8% pour le premier protocole (Figure 111.12) et de 20% pour le deuxiéme protocole
(Figure III.13). 11 apparait clairement que la durée de chaque traitement influence
considérablement le rendement d’extraction.

Ces résultats corroborent avec les travaux de LAHAYE et ROBIC.(2007) qui ont rapportés que
le rendement d’extraction des polysaccharides chez les Ulvales varie de 8 a 26 %.

KIDGELL et al.(2019) ont mentionné qu’en plus de la composition chimique globale de I’espece
et les différents facteurs environnementaux, le rendement d’extraction des PSs est aussi influencé
par d’autres facteurs tel que les procédées de prétraitement, la taille des particules d’algues, le
solvant d’extraction, la température d’extraction , sa durée et les méthodes de purification.
WAHLSTROM et al.(2020) ont montré que I’extraction des PSs & partir de I'Ulva lactuca en
utilisant un acide a un rendement plus important que 1’extraction dans I’eau chaude avec une

précipitation a 1’éthanol et une purification a la protéinase K.

Figure II1.12 : Extrait de Figure II1.13 : Extrait de polysaccarides
polysaccarides obtenus selon obtenus apres dédoublement des temps de
(protocolel) réaction (protocole 2)
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I11.4.2. Analyse des polysaccharides par Spectroscopie Infrarouge a Transformée de
Fourier

La FTIR est utilisée dans cet étude afin d’identifier les groupements fonctionnelles

caractéristiques de ce groupe de polysaccharides .Le spectre obtenu est présenté¢ dans

la Figure I11.14
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Figure II1.14 : Le spectre FTIR des polysaccharides extraits de I’algue Ulva sp

La présence d’une large bande intense a 3428.3 cm’! est attribuée a la vibration des groupements
hydroxyles (-OH).De méme une faible bande d’absorption a 2937.5 cm™ correspond a la
vibration des liaisons C-H.(HE et al., 2016; YAICH et al., 2017; OLASEHINDE et al., 2019).
Deux autres signaux a 1646.1 cm™ et 1460.1 cm™ mettent en évidence le groupement
carboxylique (—COOH), elles correspondent a la vibration asymétrique et a la vibration
symétrique de cette fonction respectivement. Ces bandes sont caractéristiques a I’acide uronique.

(TOSKAS et al., 2011)

1

Les absorptions révélées aux alentours des 1258 cm™ et 1055.3 cm™ sont considérées comme

une empreinte digitale des polysaccharides sulfatés des ulves.
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Le signal a 1258 cm™'est spécifique a la vibration des liaisons S=0O, ce qui confirme la présence
des groupements sulfatés dans ces polysaccharides. La bande intense enregistrée a 1055.3 cm™!
est typique a la vibration des liaisons C—O de deux groupes principales de glucosides : le
Rhamnose et ’acide glucuronique.(ROBIC et al., 2009a). Le signal enregistré a 602.2 cm™! peut
étre probablement une impureté ou encore un groupement inconnu.

En comparant le spectre FTIR des polysaccharides extrait d’Ulva sp dans le cadre de cette étude
avec celui des études précédentes (SARI-CHMAYSSEM et al., 2019), on remarque 1’absence de
deux signaux (849 cm™! et 787 cm™) uniquement. Ces signaux correspondent a la vibration de la
liaison S=0, et a ’¢longation des groupements C-O-C de résidus du rhamnose, et des acides
glucuronique et iduronique. Cela peut étre expliqué par la différence des méthodes d’extraction

des polysaccharides préconisées dans les deux études.

I11.4.3. Analyse des polysaccharides par RMN
On a voulu confronté les résultats de I’analyse des polysaccharides obtenus par FTIR a ceux de
la RMN et estimer le pourcentage des groupements sulfates, mais cela a ét¢ vain a cause de
problémes purement techniques, par la suite on n’a pas pu reprogrammer les analyses au niveau

du CRAPC a cause de la pandémie Covid-19 et du confinement.

IIL.5. Teneur en polyphénol
La teneur en polyphénols totaux dans 1’extrait acétate d'éthyle d’algue est déterminée a partir de
I’équation de régression linéaire de la courbe d’étalonnage exprimée en pg. Eq acide gallique par

mg d’extrait (Figure I11.15).
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Figure II1.15 : Courbe d’étalonnage de 1’acide

Dans cette ¢tude, I’extrait EtOAc a montré une teneur en phénols totaux de 25,39 pg d'acide

gallique/mg
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Ces résultats ont €tait comparés et confirmés par plusieurs études sur les algues du genre Ulva en
utilisant le méme solvant EtOAc. Ces travaux ont montré que 1’espece Ulva rigida contenait en
moyenne 19 pg GAE /mg (TRIGUI et al., 2013), Ulva linza 39,59 pg GAE /mg (KIM et al.,
2018) et Ulva lactuca 77,3 pg GAE /mg (AL-MALKI el al., 2018). Ulva fasciata a montré un
taux presque similaire (21 pg GAE /mg) mais en utilisant un solvant différent 1’éthanol
(VIJAYAVEL et MARTINEZ, 2010)

La teneur totale en phénol dépend du type et de la polarité des solvants d'extraction. L'acétate
d'éthyle est un trés bon solvant pour I’extraction phénolique, il a montré les rendements les plus

¢levés par rapport a d’autres. (TRIGUI et al., 2013; AL-MALKI et al., 2018)

I11.6. Activité anti-inflammatoire in vivo des polysaccharides et des polyphénols extraits de
L’Ulva

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des polysaccharides et des polyphénols extraits du
mélange d’algue Ulva lactuca et Ulva fasciata a été réalisée sur le modéle de 1'eedéme de
I’oreille de souris induit par le Xyléne a 96% et estimée par le pourcentage d’inhibition de
I’cedéme (CHADER, 2019).

Quatre heures aprés ’induction de I’inflammation (traitement avec du xyléne), les souris du
groupe témoin négatif ont développé un cedéme au niveau de leur oreille gauche avec un poids
moyen del,457 mg. Les valeurs des poids des oreilles du groupe témoin négatif sont toujours
comparées aux autres valeurs des lots traités en utilisant le test T (en supposant que la valeur
moyenne des poids suit la loi normale et I’égalité des variances avec des différences non

significatives), les résultats sont présentés dans le Tableau III.6.

Tableau II1.6 : Résultat du test statistique (T)
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T- et T- et T- et T- et Placébo T+et T+et
diclofénac polysaccharides | polyphénols polysaccharides | polyphénols
0,00021312 0,00021275 0,0011352 | 0,90626494 0,97501311 0,06302804
<0.01 <0.01 <0.01 >0,05 >0,05
>0,05
NS

**% : Hautement significatif ;
NS : Non significatif

e Le traitement par I’anti-inflammatoire non stéroidien Diclofénac a 1% (témoin positif)
provoque une réduction tres significative (P<0.01) (Tableau II1.6) de 1’cedéme. La moyenne
des différences de poids entre les oreilles est de 0,237 mg avec un pourcentage d’inhibition de
83.73% (Figure 111.15) (Tableau I11.7).

e Le traitement par une solution de polysaccharides extraits du mélange d’algue entraine une
inhibition trés significative (P<0.01) de I’cedeme (Tableau II1.6). Elle est estimée a 83.60%
avec une moyenne des différences de poids entre les deux oreilles de 0,239 mg (Figure I11.15)
(Tableau II1.7)

e [’extrait EtOAc (composés polyphénoliques) présente un pouvoir inhibiteur trés significatif
de I’cedéme (p<0.01) (Tableau I11.6) qui est de I’ordre de 70.62% et une moyenne des poids
de 0,428 mg. (Figure II1.15) (Tableau II11.7).

Ces résultats sont prometteurs puisque CHATTER et TARHOUNI.(2009) n’ont enregistré
aucune activité anti-inflammatoire dans les extraits méthanoiques de 1’Ulva lactuca.

e Le traitement par le réactif acétate d’éthyle (Placébo) utilisé pour I’extraction des composés
polyphénoliques entraine une inhibition non significative (P>0,05) de I’cedéme (Tableau
I11.6). Ce réactif a présenté une différence de poids moyen de 1,425 mg et un pourcentage
d’inhibition tres faible estimé a 2,19% (Figure III.15) (Tableau II1.7). Ce résultat confirme
que I’inhibition de I’cedéme est due a I’extrait EtOAc (polyphenols) et non au réactif acétate

d’éthyle qui présente une activité anti-inflammatoire tres faible voire nulle.

Tableau II1.7 : Moyenne des différences de poids et les pourcentages d’inhibition de I’cedeme
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Moyenne des
différences de
poids  entre | 1,457 0,237 0,239 0,428 1,425
Ioreille traité
et non traité

(mg)

PIO (%) / 83,73 83,60 70,62 2,19
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Figure IIL.15 : Potentiel d'inhibition de 1'eedéme (PIO) pour chaque traitement appliqué sur
souris en (%). Placebo (acétate d’éthyle) I’extrait polyphénolique, Diclofénaca 1% (Témoin+) et

les polysaccharides

IIL7. Activité anti-oxydante in vitro
Le dosage DPPH est la méthode la plus largement appliquée pour étudier 'activité anti-oxydante
des produits naturels en raison de la fiabilit¢ du test (FARASAT et al., 2014), La capacité de

réduction du radical libre instable DPPH® en DPPH-H est déterminée par la diminution des
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absorbances a 517 nm, qui est induite par l'antioxydant. Ceci est visualisé par le changement de
couleur du violet au jaune. Dans cette étude, les différents extraits issus de 1'Ulva sp ont été
testés. Les résultats obtenus sont représentés dans le Tableau I11.8

Faute de temps et a cause des conditions de travail défavorables dans le cadre de la pandémie
(COVID-19), le dosage DPPH n’a été réalisé que pour les solutions meres et la détermination de

I’IC50 n’a été effectuée que pour les composés phénoliques.

Tableau II1.8 : Activité anti-oxydante des différents phytoconstituants extraits de I’algue

Ulva sp (Test DPPH).
Extrait d’algue Ulvasp Activité antioxydante | Activité antioxydante

en fonction de la (Pourcentage

décoloration du DPPH d’inhibition)
Les polysaccharides sulfatés (Ulvanes) + 16,6%
Les composés phénoliques ++ 88,8%
Chlorophylle + 21,11%
Les pigments Caroteéne + 13,33%
Xanthophylle +++ 73,33%

+++ : Activité anti-oxydante tres €levée, +  : Activité anti-oxydante relativement faible

IIL.7.1. Activité anti-oxydante des pigments

e Les pigments caroténes

Les caroténes connus pour leur forte activité anti-oxydante chez plusieurs algues ont montré dans
cette étude un léger changement de couleur du DPPH et un pourcentage d’inhibition du radical
relativement faible qui est de ’ordre de 13,33%. Cette faible activité anti-oxydante pourrait
s’expliquer par une faible concentration en pigment caroténe dans les algues vertes du genre
Ulva dont le pigment dominant est la chlorophylle. En effet lors de la séparation et la
caractérisation des pigments extrait du mélange d’algue par spectrophotométrie et par CCM, la
fraction caroténe se trouvait en faible quantité (volume, absorbance et concentration)

Neéanmoins, 1’étude de (ABD EL-BAKY et al., 2008), a révélé une activité anti-radicalaire
considérable des pigments caroténes issus du I’espéce Ulva lactuca avec une efficacité anti-

oxydante de 77,19%.

e Les pigments chlorophylles
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Les extraits de chlorophylle a et b ont également présenté un léger changement de couleur du
DPPH. Bien que ces extraits ont révélés un pourcentage d’inhibition plus important que celui des
pigments caroteénes, mais il reste relativement faible 21,11%.

Selon I’é¢tude de (LANFER-MARQUEZ et al., 2005), I’extrait de chlorophylle a présenté une
faible capacité piégeage des radicaux DPPH avec un pourcentage d’inhibition de 43%.

e Les pigments xanthophylles

Le test DPPH a clairement indiqué des résultats positifs pour les pigments xanthophylles, avec
un changement de couleur évident avec un pourcentage d’inhibition du DPPH ¢élevé de ’ordre de
73,33%, ce qui indique la présence d’une activité anti-oxydante importante.

L’étude de (RAJAURIA et al., 2017) a confirmé la forte activité anti-radicalaire des pigments

xanthophylles avec un IC50 égale a 12.9 pg/mL.

II1.7.2. Activité anti-oxydante des polysaccharides sulfatés
Les polysaccharides sulfatés extraits de 1’espéce Ulva sp (Ulvanes) ont présenté un léger
changement de couleur et un pourcentage d’inhibition de 1’ordre de 16%, et donc une activité
anti-oxydante relativement faible. Cependant de nombreux travaux in vitro ont été réalisés sur
I’activité anti-oxydante des polysaccharides sulfatés "ulvanes". Il en ressort que ces ulvanes
possédent un pouvoir inhibiteur du radical DPPH> moyen notamment I’étude de (PEASURA et
al., 2015) avec un pourcentage d’inhibition de 56.18%.

II1.7.3. Activité anti-oxydante des composés phénoliques

Le test DPPH pour les polyphénols a indiqué une trés forte activité anti-radicalaire, qui se
manifeste par un virage de couleur du DPPH du violet vers le jaune, cet extrait a également
présent¢ le pourcentage d’inhibition le plus ¢élevé (88,88%) par rapport aux autres
phytoconstituants.

TRIGUI et al.(2013) et KIM et al. (2018) ont signalé la présence d’activité anti-oxydante des
polyphénols extraits dans le solvant acétate d’éthyle a partir de 1I’Ulva sp.

Différentes concentrations de composés phénoliques ont été testées afin de déterminer la IC50
correspondant a la concentration de 1’échantillon nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH.
Elle est déduite de la droite de régression des pourcentages d’inhibition. Des valeurs IC50
¢levées indiquent une faible activité anti-oxydante. L’acide ascorbique a été utilis¢ comme
standard. Le pouvoir de pi¢geage de 'EtOAc testé a différentes concentrations (1,5, 3,12, 7,9,
12,5, 25, 50 et 110 mg /ml) sur le radical DPPH, il augmente avec l'augmentation des

concentrations. En effet, le pourcentage d’inhibition de I’extrait varie de 46,6% a 88,8%.
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L'activité de piégeage de I'EtOAc a atteint le maximum a 88,8% et était dans le méme ordre de
grandeur que le contrdle positif (acide ascorbique) testé a 0,2 mg/ml. Les résultats obtenus sont

représentés dans la Figure II1.16.
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Figure II1.16 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH' en fonction de la concentration de

P’extrait EtOAc

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par KIM ef al. (2018) qui révelent un
pourcentage d’inhibition du DPPH de 90% pour ’extrait EtOAc de I’espece Ulva linza. Un
pourcentage d’inhibition de 90,3% a été enregistré pour I’extrait phénolique obtenu de ’espece

Ulva clathrata récoltée en Iran (FARASAT et al., 2014)
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Figure II1.17: Effet antiradicalaire de Figure II1.18:Effet antiradicalaire de
I’acide ascorbique sur la réduction du I’extrait EtOAc sur la réduction du DPPH
DPPH
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L'acide ascorbique a présenté une inhibition de 94,09% du radical DPPH a 1 mg/ml
(Figurelll.17). L’acide ascorbique présente donc une faible IC50 égale a 0,107mg/ml et un
pouvoir anti-radicalaire élevé.

Dans cette étude, la concentration obtenue de I’extrait EtOAc est de 7,73mg/ml pour une
I’inhibition de 50 % du radical DPPH, cette concentration est nettement élevée a celle de 1’acide
ascorbique. Ceci peut étre expliqué par le fait qu’il s’agit d’un extrait brut.

Des valeurs similaires d’inhibition a 50 % ont été détectées chez plusieurs algues marines
notamment chez des algues vertes du genre Caulerpa avec une IC50 égale a 6.74
mg/ml(SARINI et al., 2014).

(ZUBIA et al., 2007) ont constaté que I’espeéce Enteromorpha intestinalis possédait une activité
anti-oxydante moins importante que les autres especes algales explorées.

De méme, SADI (2010) a signalé la faible activité anti-oxydante des extraits éthanoiques
(100mg/ml) issus de I’Ulva lactuca et d’ Enteromorpha intestinalis qui sont dans I’ordre 20% et
12.64%

Toutefois, la concentration obtenue pour une inhibition de 50 % du radical DPPH pour un extrait
phénolique (au dichlorométhane : méthanol) de I’espéce U.lactuca est de 16,50 pg/ml (Abd El
Baky et al. 2008).

Dans une ¢étude réalisée sur la détermination de 1’activité anti-oxydante de 11 plantes
médicinales, DJERIDANE et al. (2006) ont rapporté que le potentiel antioxydant des composés
phénoliques est étroitement associé¢ a leurs structures chimiques, dépendant ainsi du nombre et
de la position des groupements hydroxyles agrippés au noyau aromatique de ces molécules.

En outre, il y a aussi I’éventuelle appartenance des molécules constitutives de 1’extrait a
différentes classes de polyphénols. Ces derniéres possedent probablement des forces anti-
oxydantes variables ainsi qu’un effet synergique émanant des liaisons existantes entre elles et/ ou

des composants présents dans les extraits pouvant contribuer a cette activité.
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Conclusion

Ce travail a pour objectif de déterminer la composition chimique globale de 1’algue Ulva sp,
de produire et de caractériser des biomolécules (composés phénoliques, polysaccharides

sulfatés et pigments) aux propriétés pharmacologiques.

De I’ensemble des résultats obtenus, on peut conclure que Ulva est une bonne source naturelle
de glucides (49.59%), de minéraux (19,95%), de protéines (11.83%), et contient un faible taux
de lipides. Parmi les macro-minéraux, on trouve le soufre, le potassium, Magnésium, le
Calcium et le phosphore, et les micro-minéraux les plus abondants sont le Molybdéne, le Fer,
I’ Aluminium, le Zinc, le Strontium, le Titane, le Cuivre, le Rubidium et le Vanadium. Il a été
constaté que Ulva sp contienne des niveaux élevés en polysaccharides sulfatés (20%), des
teneurs appréciables en polyphénols (25,39 pgEgq/mg) et en pigments chlorophylliens. Ces
derniers sont, dans 1’ordre décroissant, la chlorophylle a, la chlorophylle b, les xanthophylles
et les carotenes.

L’¢évaluation de D’activité anti-inflammatoire in vivo des biomolécules extraites du mélange
des deux algues Ulva lactuca et Ulva fasciata a révelé que les polysaccharides sulfatés

possédent un potentiel d’inhibition tres significative (P<0.01) de I’cedéme qui est de 83.59%.

De méme, L’extrait EtOAc (polyphénols) présente un pouvoir inhibiteur trés significatif de

I’cedéme (p<0.01) qui est de I’ordre de 70.62%.

Par ailleurs, L’¢évaluation de I’activité anti-radicalaire et du pouvoir réducteur des
phytoconstituants ont révélé que la meilleure activité anti-oxydante est celle des composés
polyphénoliques avec un pourcentage d’inhibition de I’ordre de 88,88% et une IC50 de
7,73mg/ml suivie de celle des pigments xanthophylles (70.73%) et des polysaccharides
sulfatés (16%). Ces premiers résultats sont encourageants et font de 1’Ulva des cotes
algériennes une source inestimable en divers composés naturels a pouvoir antioxydant et anti-
inflammatoire trés intéressants. Cependant et malgré leur importance, ces résultats restent
partiels et d’autres travaux sur ces algues s’imposent pour prospecter d’autres propriétés
pharmacologiques, car les approches sont restées globales en ne prenant en compte que
I'ensemble des composés présents dans les extraits. Il serait donc essentiel, a I'avenir de:

» Compléter I’identification et la caractérisation des polysaccharides sulfatés par RMN

et par HPLC
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Evaluer ’activité anti-oxydante des extraits par d’autres méthodes in vitro tels que
(ABTS, CUPRAC, FRAP, Phénanthroline et nanoparticules d’argents), et in vivo sur
différents mod¢les biologiques.

Rechercher d’autres activités biologiques (les activités anticoagulantes, anti-tumorales,
immunomodulatrices, anti-hyperlipidémique, anti-hépathotoxicité).

Extraire et caractériser les protéines notamment les lectines et étudier leur propriétés
anti-oxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires.

Etudier I’effet antioxydant et antimicrobien in vivo des pigments chlorophylliens.

Identifier et caractériser les molécules constitutives des extraits polyphénoliques.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Matériel et réactifs utilisés

Appareillage

VVYVVVVVYVYVVVVVVYVYVVVVYYVYVYY

Balance de précision

Centrifugeuse

Etuve

Spectrophotomeétre UV-visible

Microscope optique

Dessiccateur

Four a moufle

Spectroscopie fluorescence a rayon X : appareil XRF Niton® XL3t
Extracteur de Soxhlet

Cartouche de cellulose

Rota vapeur

Mortier

Papier filtre

Burette

Pipette

Micropipette

Flacon hermétique brun

Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
Plaques de microtitration a fond plat a 96 puits
Lecteur automatique de microplaque

Réactifs

VVVVVVYVYVYVYVVYY

VVVY

Ether de Pétrole

Ether éthylique

BSA a 1% (0,1mg de BSA dans 10mg d’eau physiologique)
Hydroxyde de sodium NaOH

Réactif de Biuret

Acide sulfurique

Phénol

Ethanol absolu

Dichlorométhane

Gel de silice

Acétone 100%

Oxyde de deutérium (D;0)

Acétate d’éthyle

Carbonatede sodium Na;CO3

Réactif de Folin

Xyléne a 96%

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilhydrazyl).



ANNEXES

» Acide ascorbique
» Eau physiologique

ANNEXE 2 : Photos des différents procédés

Figure (A2) 2:Dosage des
sucrestotaux par la méthode de
Dubois

Figure (A2) 1:Creusets contenant 1’algue
calcinee apres passage dans le four a moufle a
600°C

Figure (A2) 3:Migration des pigments
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Figure (A2) 4:Précipitation des polysaccharides a

I’éthanol absolu

Figure (A2) 5: Polysaccharides séchés et broyage

Figure (A2) 6: Pesée de la poudre des
polysaccharides (protocole 1 et 2)
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Figure (A2) 7: Etape de I’extraction des polyphénols (Macération

dans I’acétate d’éthyle/eau, Filtration sous vide)
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Figure (A2)9:Lot de 10 souris BLBC  Figure (A2) 10 : Souris traitées
males (20 +2 g) a ’extrait polyphénols
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ANNEXE 3 : Détail du Test statistique t

Tableau (A3) 1 : Les différences de poids (mg) entre 1’oreille traitée et 1’oreille non traitée des

souris du T+, T-, Polysaccharides sulfatés, Polyphénols et Placébo

T+ T- Polysaccharides | Polyphénols | Placébo
sulfatés
Différences | 0,02 1,01 0,21 0,59 1,09
entre | 0.3 2,37 0,23 0,42 0,98
Poreille |0:38 1,55 0,15 0,24 0,89
traitée ot | 032 0,38 0,14 0,7 0,71
e 0,42 0,94 0,49 0,41 0,59
Poreille 7 o3 L1 0,31 0.3 1,33
non traitee | o 26 3,33 0,12 0,53 0,97
des souris | 0,12 1,11 0,45 0,59 0,97
(mg) 0,18 0,64 0,1 0,39 0,92
0,27 1,63 0,19 0,11 8




RESUME

Le nombre d’études sur les biomolécules issues des algues vertes de la famille des ulvacées
des cotes algériennes reste trés restreint. Le présent travail vise dans un premier temps a
déterminer la composition chimique globale de /’Ulva sp et dans une seconde étape a
examiner le potentiel biologique des fractions (polysaccharides, polyphénols et pigments)
extraites de cette espece collectée aux niveaux de plages de la wilaya de Tipaza (Anse de
KOUALI et SIDI GHILES). Ces fractions sont évaluées en testant ’activité anti-oxydante in
vitro, ’activité anti-inflammatoire in vivo induite par le xyléne a 96%.

La détermination de la composition chimique proximale de I’Ulva sp est une bonne source
naturelle de glucides (49.59%), de minéraux (19,95%), de protéines (11.83%), et contient un
faible taux de lipides. L’analyse de la fraction minérale par spectroscopie fluorescence a
rayon X (XRF) a révélé la présence de taux élevés de soufre suivi dans 1’ordre décroissant de
la concentration de potassium, de magnésium, de calcium et de phosphore et parmi les micro-
minéraux, les plus abondants sont le molybdéne, le fer, I’aluminium, le zinc, le strontium, le
titane, le cuivre, le rubidium et le vanadium. Il a été constaté que 1I’Ulva sp contenait des
niveaux ¢élevés en polysaccharides (20%), des teneurs appréciables en polyphénols (25,39 pg
Eq/mg) et en pigments chlorophylliens. Ces derniers sont, dans I’ordre décroissant, la
chlorophylle a, la chlorophylle b, les xanthophylles et les caroténes. L’analyse par FTIR de la
fraction glucidique a montré la présence de groupements sulfatés. Ces derniers seraient a
I’origine de ’activité anti-inflammatoire. En effet, les polysaccharides sulfatés possedent un
potentiel d’inhibition trés significative (P<0.01) de I’cedéme qui est de 83.59%.

De méme, L’extrait EtOAc (polyphénols) présente un pouvoir inhibiteur trés significatif de
I’cedéme (p<0.01) qui est de I’ordre de 70.62%.

Par ailleurs, L’évaluation de ’activité anti-radicalaire et du pouvoir réducteur de ces phyto-
constituants ont révélé que la meilleure activité anti-oxydante est celle des composés
polyphénoliques avec un pourcentage d’inhibition de 1’ordre (88,88%) et une IC50 de7.73
mg/ml., suivie de celle des pigments xanthophylles (70.73%). Ces premiers résultats sont
encourageants et font de 1I’Ulva des coOtes algériennes une source inestimable en divers
composés naturels a pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire trés intéressants.

Mots clés : Ulva, composition chimique globale, phytoconstituants (pigments, polyphenols et

polysaccharides), activité anti-inflammatoirein vivo, activité anti-oxydante in vitro



ABSTRACT

The number of studies on biomolecules from green algae of the Ulvaceae family from the
Algerian coast remain very limited. This work aims firstly at determining the overall chemical
composition of the Ulva sp and in a second step, at examining the biological potential of the
fractions (polysaccharides, polyphenols and pigments) extracted from this species collected
on beaches in Tipaza (ANSE DE KOUALI and SIDI GHILES). These fractions are evaluated
by testing the in vitro antioxidant activity as well as the in vivo anti-inflammatory activity
induced by xylen at 96%. The determination of the proximal chemical composition of the
Ulva sp shows that it is a good and natural source of carbohydrates (49.59%), minerals
(19.95%), proteins (11.83%), and contains a low level of lipids. the analysis of the mineral
fraction by X-ray fluorescence spectroscopy (XRF) revealed high levels of sulphur followed,
in descending order par : potassium, magnesium, calcium and phosphorus and among
microminerals, the most abundant being molybdenum, iron, aluminum, zinc, strontium,
titanium, copper, rubidium and vanadium. It was found that the Ulva sp contains high levels
of polysaccharides (20%), significant levels of polyphenols (25.39 ngEq/mg) and chlorophyll
pigments. The previous ones are in descending order: the chlorophyll a, chlorophyll b,
xanthophylls and carotenes. FTIR analysis of the carbohydrate fraction showed the presence
of sulphate groups. They are believed to be the cause of the anti-inflammatory activity.
Indeed, sulfated polysaccharides have a very significant inhibition potential (P<0.01) of
edema of 83.59%. Similarly, the extract EtOAc (polyphenols) has a very significant inhibitory
power of edema (p<0.01) which represents 70.62%. Furthermore, the evaluation of the anti-
radical activity and the reducing power of these phyto-constituents revealed that the best
antioxidant activity is that of polyphenolic compounds with an inhibition percentage of order
of 88.88% as well as an IC50 of 7.73 mg/ml, followed by xanthophyll pigments
(70.73%).These first results are encouraging and make the Ulva sp of The Algerian coast an
invaluable source for various natural compounds with a very interesting antioxidant and anti-
inflammatory power.

Keywords: Ulva, global chemical composition, phytoconstituents (pigments, polyphenols and

polysaccharides), anti-inflammatory activity in vivo, antioxidant activity in vitro
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