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Introduction générale

Introduction générale

Tous les étres vivants dans leur forme actuelle sont le résultat d’une histoire évolutive
contrainte par les variables physico-chimiques de leur environnement. Ainsi, on distinguera la
biodiversité terrestre de la biodiversité marine. Les océans et les mers représentent pres des
trois-quarts de la surface du globe (Dewarumez J.-M et al., 2011). La vie sur Terre est apparue
dans le milieu marin il y a environ 3,8 milliards d’années alors que les premiéres espéces
terrestres remontent, quant a elles, a 400 millions d’années. Cette différence se traduit
aujourd’hui par une plus grande diversité des espéces dans le milieu marin. Cette biodiversité
que I'on retrouve dans les mers et les océans se traduit naturellement par une chimiodiversité
toute aussi importante (Banaigs B et al., 2007). Les organismes marins ont été beaucoup moins
étudiés que leurs analogues terrestres, et ce principalement a cause du manque de connaissance
du milieu marin et des difficultés liées a la récolte des échantillons. Ainsi, les premieres
recherches sur les produits naturels marins datent seulement de la fin des années 60 (Banaigs
B et al., 2007).

Le milieu marin est un trésor, une richesse inestimable pour ’Homme. Les ressources
marines ne sont pas illimitées ainsi, la recherche étudie et développe des moyens, représentés
par des molécules aux propriétés intéressantes qui présentent des activités biologiques in vitro
: antivirale, anti tumorale, antibiotique, antifongique, anti-inflammatoire, etc ; ces molécules
peuvent aussi agir au niveau du systeme cardiovasculaire ou du systéme nerveux. L’industrie
pharmaceutique et cosmétique a dés lors fondé beaucoup d'espoirs sur les « médicaments de la

mer » (Dewarumez J.-M et al., 2011).

Le corallien se trouve parmi les écosystemes ayant un degré de biodiversité des plus
élevés et des plus originaux de la Méditerranée (Laborel, 1961 ; Laubier, 1966 ; Hong, 1980
; Ballesteros, 2006). Ces constructions naturelles jouent divers rdles dans 1’équilibre
écologique (lieu d’abri, d’alimentation, de reproduction pour de nombreuses espéces animales).
Le corail orange est une espéce qui est affectée par les activités humaines développees sur le
littoral. Ainsi, les travaux cotiers, la forte sédimentation ou les activités récréatives développées
en mer, entre autres aspects, ont un impact négatif sur leurs populations, les réduisant ou les

dégradant.
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Les coraux intéressent I’industrie pharmaceutique par leur capacité a fournir un substitut
osseux bioactif. Celui-ci se compose de la partie purement minérale du corail, constituée de
cristaux de carbonate de calcium (> 95%) sous forme d'aragonite. Ils sont utilisés depuis 1979
en soins dentaires (implantologie) et pour la réalisation de certaines greffes osseuses comme
substrat pour la reconstruction (utilisation de 1’exosquelette). Les trois principaux éléments du
corail, le calcium, le silicium et le strontium, sont reconnus pour jouer un réle dans le processus
de minéralisation osseuse et dans I'activation des réactions enzymatiques faisant intervenir les
cellules ostéogénes. La structure de I'exosquelette du corail est semblable a celle des os

spongieux de I'organisme humain (Dewarumez J.-M et al., 2011).

Les invertébrés marins ont été une source importante de métabolites bioactifs ayant un
large spectre d’activités intéressantes et menés dans des perspectives de valorisation,

prometteuse pour I’avenir en biochimie et en pharmacologie (Garcia-Dvis et al., 2018).

L’objectif de ce travail est la valorisation des substances naturelles bioactives issues d’une

espéce marine (Astroide calycularis).
Pour cela, notre étude englobe deux parties, dont :

+ Lapremiere est une synthese bibliographique de quelques rappels sur le genre Astroides
(taxonomie, reproduction...etc), les travaux antérieurs sur I’espéce A. calycularis,
géneéralités sur les métabolites primaires et secondaires et 1’activité biologique
(antioxydante).

% La deuxiéme partie est consacrée a 1’étude expérimentale, qui porte sur I’extraction des
métabolites primaires et secondaires par différentes méthodes, ainsi 1’évaluation de

leurs activités antioxydantes.
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I.1. Présentation du genre Astroides

Astroides calycularis est un corail scléractiniaire colonial azooxanthellé d’une couleur
orange caractéristiqgue. Formant ainsi un exosquelette de carbonate de calcium servant de

protection aux polypes de la colonie (Pallas, 1766).

Figure 1 : Colonie d'Astroides calycularis (Pallas, 1766).
I.1.1. Taxonomie

Le genre Astroides appartient a la famille des Dendrophylliidae sa position dans le regne

animal est schématisé dans le tableau 1.

Tableau | : Position taxonomique d’Astroide calycularis (Pallas, 1766).

Taxonomie Description
Régne Animalia
Ebranchement Cnidaria
Classe Anthozoa
Sous-classe Hexacorallia
Ordre Scleractinia
Sous-ordre Dendrophylliina
Famille Dendrophylliidae
Genre Astroides
Espece Astroides calycularis
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I.1.2. Répartition géographie, reproduction et description morphologique des A.

calycularis
1.1.2.1. Répartition géographie

La famille des Dendrophylliidae est cosmopolite et comprend a la fois des coraux
solitaires et coloniaux ; 148 espéces vivantes sont décrites et divisées en dix-neuf genres. Le
genre Astroides est compose d'une seule espéce A. calycularis (Cairns, 2001). Actuellement,
ce corail orange a une distribution étroite en raison de sa tolérance a la température et de son
besoin d'eaux propres et bien oxygénées, sa répartition est limitée a la partie centre-sud de la
Méditerranée occidentale. En particulier, on la trouve dans les régions suivantes : le sud-est de
la péninsule ibérique, du détroit de Gibraltar au Cap Palos (Murcia) ; les cotes nord de I'Afrique,
du détroit de Gibraltar au Cap Bon en Tunisie ; autour de la Sicile et des Tles voisines ; et le
Golfe de Naples dans la mer Tyrrhénienne (Zibrowius, 1980 ; 1995 ; Bianchi 2007 ; Goffredo
et al. 2010). En outre, on le trouve également a Malte, est également présent dans les eaux
atlantiques au Cap Espartel (Maroc), a La Caleta (Cadiz ; Espagne), probablement en raison
des courants qui dispersent les larves hors du détroit de Gibraltar (Casado-Amezla 2012 ;
Casado-Amezua et al., 2012). Récemment, A. calycularis a également été trouvé dans la mer
Adriatique, le long de la cote de la Croati jusqu’au Golfe de Venise (Casellato et al., 2007).

1.1.2.2. Reproduction

La plupart des coraux scléractiniaires sont hermaphrodites, cependant, la stratégie de
reproduction (diffusion ou couvaison) peut varier au sein d'une méme espece (Kruger &
Schleyer 1998). Le cycle de reproduction d'A. calycularis (développement des gametes en
fonction des paramétres environnementaux, moment de la planulation, taille a la maturité
sexuelle, fécondité, et sex-ratio) est bien étudié en Méditerranée (Goffredo et al. 2010 ; 2011b
; Casado-Amezua et al., 2013). C'est une espece gonochorique et couveuse qui a peu de
différence sur la libération de la planulation le long des populations géographiques, sGrement
en raison de la temperature. Néanmoins, il n'y a pas eu d'études sur les différences au sein des
populations sur certains aspects de leur stratégie de reproduction, ce qui pourrait étre essentiel
a futurs plans de conservation et de gestion. Les colonies femelles sont présentes dans les eaux
peu profondes (entre 0-5 meétres de profondeur) tandis que les colonies méles sont présentes
plus profondément. Par conséquent, tant les observations de terrain que les données
expérimentales indiquent une ségrégation sexuelle sur I'espace. Ces résultats sont treés

importants a prendre en compte lors de la mise en place d'un outil de gestion tel que la
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réintroduction ou le renforcement des populations. Dans ce sens, il serait fortement
recommandé de collecter des colonies de différentes profondeurs afin de garantir une sex-ratio
équilibrée (Goffredo et al. 2010; 2011b; Casado-Amezua et al. 2013).

11.2.3. Description morphologique d’A. calycularis

A. calycularis est un corail scléractinien azooxanthellé avec un exosquelette de calcium
carbonaté et constituée en un groupe de polypes qui habite le rivage rocheux, sur les parois
verticales ou a l'intérieur des grottes. Elle occupe aussi bien des habitats bien éclairés que des
habitats sombres et semble préférer un environnement hautement hydrodynamique (Casado-
Amezuaa Pet al, 2013).

Alain GILLI

Figure 2: Morphologie d’4stroides calycularis (Pallas, 1766)
I.1.3. Travaux antérieurs sur ’espéce A. calycularis
1.1.3.1. Constituants chimiques

A. calycularis trés peu étudié d’un point de vue chimique, il est pourtant présent depuis
toujours en Méditerranée, spécialement sur les cotes italiennes, d’ou sont issues les premieres
études chimiques. Les seules études chimiques faites sur A. calycularis jusqu’a ce jour ont été
menées par Fattorusso et son équipe a la fin des années 80 et ont permis 1’isolement de quatre

alcaloides indoliques : I’aplysinopsine et ses dérivés ainsi qu’un dérive ptéridine.

L’aplysinopsine est un métabolite secondaire tres répandu dans les organismes marins.
Elle a été isolée pour la premiére fois en 1977 de 1’éponge Fascaplysinopsis reticulata
(anciennement connue sous le nom d’Aplysinopsis reticulata) puis de 1’éponge Verongia
spengelii. Depuis, cette molécule et ses dérivés ont été isolés d’un grand nombre d’invertébrés
marins, tels que les spongiaires et les dendrophylliides du genre Leptopsammia et Tubastrea
ainsi que d’A. calycularis (Nadja Cachet, 2009).


http://www.cotebleue.org/pallas.html
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Ces composés ont intéressé de nombreux groupes de chercheur pour leur potentiel
thérapeutique mais également pour 1’étude de leur réle écologique. Parmi certaines hypothéses,
ces molécules sont supposées permettre a I’organisme de se protéger des radiations solaires.
Guella et al. Ont étudié la photo-isomérisation (Z/E) non destructive de ce type de molécule.
Ces études ont montré que I’isomére majoritaire des molécules de type <« aplysinopsine >> sans
substituant sur N-2’ est de configuration Z et inversement celles avec un méthyle sur N-2” sont
préférentiellement de configuration E pour des raisons thermodynamiques. Les auteurs ont
également mis en évidence la photo-isomérisation de ces molécules par la simple lumiere du
jour ; les isomeres minoritaires de ces molécules deviennent majoritaires lors d’une exposition
a la lumiere du jour. De plus, lorsque ces molécules sont remises dans une chambre noire, a
température ambiante, I’excés isométrique redevient celui caractéristique de 1’équilibre

thermodynamique (Nadja Cachet, 2009).

Le deuxiéme type de molécule d’A. Calycularis est un dérivé ptéridine, les ptéridines ont
été découvertes en premier lieu comme pigments de l'aile des papillons (d'ou leur nom,
provenant du grec pteron, aile) et jouent de nombreux roles dans la coloration de 1’organisme.
Les ptéridines sont aussi des cofacteurs dans des réactions enzymatiques, ce sont des composes
clés pour le transfert biochimique de groupement méthyles. La tétrahydrobioptérine, aussi
nommée BH4, est la ptéridine non conjuguée majeure des vertébrés qui est impliquée dans
I'nydroxylation de composés aromatiques et la synthese de I'oxyde nitrique. La molybdoptérine,
dérivée ptéridine, est, quant a elle, impliquée dans des hydroxylations biologiques, la réduction

des nitrates et I'oxydation au cours de la respiration (Nadja Cachet, 2009).
1.1.3.2. Activités biologiques de quelques invertébrés marins

Des travaux ont été consacrés a la réalisation d’un criblage chimique et d’un criblage
biologique sur 60 échantillons d’invertébrés marins. L’objectif premier de la collaboration des
chercheures était la découverte de molécules d’origine marine, a haute valeur ajoutée dans le
domaine de la santé (molécules a activité anticancéreuse, antipaludique, antivirale et

antioxydante) (Pierre-Eric, 2017).
Certains des métabolites isolés présentent des activités biologiques intéressantes :

e Une activité cytotoxique : la fromiamycaline (M61), la ptilomycaline E (MUG6) ainsi
gue le mélange des ptilomycalines G (MU8) et H (MU9) présentent une cytotoxicité
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élevée sur cellules KB. Ces molécules peuvent étre considérées comme agents
anticancéreux potentiels (Pierre-Eric, 2017).

e Une activité antipaludique : Avec des ICso inférieures a 0,2 pg/mL, la fromiamycaline
(M61) et la ptilomycaline F (MU7) sont les deux molécules isolées présentant la
meilleure activité antipaludique. Au regard de cette excellente activité, ’index de
sélectivité de ces molécules vis-a-vis de cette activité a été évalué. Si la fromiamycaline
montre un index de sélectivité moyen (IS 4,9), la ptilomycaline F en revanche présente
un bon index de sélectivité (IS 7,0). Cette derniére peut donc étre considérée comme un
agent antipaludique potentiel (Pierre-Eric, 2017).

e Les tests de cytotoxicité sur cellules KB (carcinome buccal) ont permis de mettre en
évidence 15 organismes inhibant cette lignée cancéreuse humaine dont 12 éponges, 2
ascidies et un corail mou (Pierre-Eric, 2017).

e L’activité antivirale a été évaluée in vitro a travers ’activité antiproliférative sur les
virus CHIKV (souche 899), I’entérovirus type 71 (souche BrCr) et le rhinovirus type 14
(phénotype sauvage). Ces tests, réalisés selon le protocole décrit par Nothias-Scaglia L.
F. et al., 2015, ont permis de mettre en évidence 4 organismes présentant une activité
antichikungunya, trois coraux mous et une éponge (Pierre-Eric, 2017).

e Les résultats d’activité antioxydante des 60 extraits bruts d’organismes marins testés,
cinq extraits d’éponges ont montré une activité sur au moins un des deux tests. En
revanche, seule le corail mou Rhytisma fulvum (TCN-M161 et TCN-M163) a montré
une activité remarquable sur les deux tests (Pierre-Eric, 2017).

I1. Généralités sur les métabolites primaires et secondaires
11.1. Métabolites primaires

Un métabolite primaire est un type de métabolite qui est directement impliqué dans la
croissance, le développement et la reproduction normale d'un organisme ou d'une cellule. Ce
composé a généralement une fonction physiologique dans cet organisme, c’est-a-dire une
fonction intrinséque. Les métabolites primaires rassemblent les protéines, les lipides, les

carbohydrates, les sucres et les acides nucléiques (Bruneton, 1999).
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11.1.1. Glucides :

Les glucides sont des hydrates de carbone, c'est-a-dire des composés organiques
carbonylés polyhydroxylés. Ce sont surtout des éléments de soutien ou de réserve énergétique,

précurseurs obligatoires des autres métabolites (Bruneton, 1999).

11.1.2. Les lipides :

Ce sont des molécules insolubles dans I’eau, solubles dans les solvants apolaires et
caractérisées par la présence d’au moins un acide gras. Les lipides correspondent aux réserves
énergétiques des plantes (leur oxydation libére beaucoup d’énergie), ont un réle structural et

servent de messagers pour I’organisme (métabolisme intermédiaire) (Bruneton, 1999).

11.1.3. Les protéines :

Les protéines jouent également un réle structural et participent au renouvellement des
tissus végetaux. En industries agroalimentaires, les protéines végétales occupent une place de
choix tant par leur valeur et propriété nutritionnelle par rapport a la source animale (Bruneton,
1999).

11.1.4. Les cendres :

Les cendres totales représentent la partie inorganique de I’échantillon alimentaire restant
aprés incinération a une tres haute température. Ce résidu contient des oligo-éléments essentiels
tels que le calcium, le phosphore, le sodium, le potassium, le magnésium et le manganése
(Bruneton, 1999).

11.2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires ou les produits naturels sont des molécules organiques non
directement impliquées dans le développement ou la reproduction d'un organisme. Leur
absence n'entraine pas une mort immédiate mais peut limiter la survie, la fécondité ou

I'apparence d'un organisme. Cette absence peut aussi n'avoir aucun effet (Database ,2015 ).

Les meétabolites secondaires ont essentiellement pour rdle d'accroitre la compétitivité de
I'organisme qui les biosynthétise : les métabolites secondaires lui procurent un avantage sur

d'autres organismes.
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11.2.1. Les polyphénols

Le terme « polyphénol » a été introduit en 1980, en remplacement de I'ancien terme de «
tanin végétal » ; sont pour la grande majorité des métabolites secondaires du régne végeétal. Plus
de 8000 structures différentes ont été répertoriées, dont certaines sont ubiquitaires a toutes les
plantes, alors que d’autres sont hautement spécifiques & un genre, une espéce, voire méme un
cultivar en particulier. De nombreuses classes de polyphénols ont pu étre définies, rangeant et
classant ainsi cet ensemble de molécules en fonction de leur structure chimique. Ces composés
font généralement partie des moyens de défense des plantes, afin de lutter contre certains
pathogénes, mais également contre les rayonnements UV. Parmi les roles des polyphénols dans
la plante, on peut citer I’action anti-oxydant, antimicrobienne, un role de photorécepteur,
d’attracteur organoleptique (notamment visuel). La plupart de ces composés phénoliques

dérivent d’acides aminés aromatiques : la tyrosine et la phénylalanine (Pietta, 2000).

OH

Figure 3 : Structure chimique du phénol simple (Desmier, 2016).
11.2.2. Les flavonoides

Sont des métabolites secondaires des plantes partageant tous une méme structure de base
formée par deux cycles aromatiques reliés par trois carbones : C6-C3-C6, chaine souvent
fermée en un hétérocycle oxygéné hexa- ou pentagonal. Certains auteurs, comme Bruneton
2009, préféerent séparer, pour tenir compte de leurs propriétés particulieres, les dérivés
flavaniques, les anthocyanosides et les isoflavonoides et conserver I'appellation de flavonoides
stricto sensu pour les autres.

Les flavonoides sont responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits et représentent
une source importante d'antioxydants dans notre alimentation. 1ls forment une sous-classe des

polyphénols. Il y en a plus de 6000 a avoir éteé decrits chez les plantes (Bruneton, 2009).
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Figure 4 : Structure chimique de base des flavonoides (Desmier, 2016).

11.2.3. Anthocyane

Les anthocyanes sont des pigments naturels des feuilles, des pétales et des fruits, situés
dans les vacuoles des cellules, solubles dans I'eau, allant du rouge orangé au bleu pourpre dans
le spectre visible.
Ces composés existent sous forme d'hétérosides formés par la condensation d'une molécule non
glucidique (appelé aglycone) et d'oses et souvent, de groupes acyles. L'aglycone qui les
caractérise est un anthocyanidol de la classe des flavonoides. En 2006, 539 anthocyanosides
ont été recensés. Leur activité anti-oxydante laisse supposer que leur apport par I'alimentation
pourrait jouer un rdle bénéfique dans la santé humaine, notamment dans le domaine des risques

cardiovasculaires (Boudjouref, 2011).

Figure 5 : Structure chimique de base des anthocyanes (Boudjouref, 2011).

11.2.4. Les tanins
Sont des composes phenoliques hydrosolubles. Il existe deux groupes principaux de tanins,
les tanins non hydrolysables ou condensés (proanthocyanidols car conduisant aux

anthocyanidols en milieu acide a chaud) et les tanins hydrolysables (Bruneton, 1993).
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Figure 6 : Structure générale des Tannins hydrolysables (A) et Tannins condensés (B)
(Benhammou, 2011).

11.2.5. Acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine C, ou l'acide ascorbique, est présente dans divers fruits et Iégumes. Il s’agit
d’un compos¢ organique blanc, cristallin, qui peut étre synthétisé a partir du glucose ou d’extrait
de certaines sources naturelles telles que le jus d'orange. La vitamine C a été d'abord isolée a
partir de jus de lime par Szent-Gyorgy en 1928. Le role d’antioxydant de la vitamine C est bien
connu (Mansour et Aljoubbeh, 2014).

I11. Activités biologiques, généralités et évaluation

II1.1. Evaluation de ’activité antioxydant
11.1.1. Test DPPH

Le DPPH?e (ou 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical stable & température ambiante
et de couleur bleue caractéristique. Sa stabilité provient de la haute délocalisation des électrons
7 le long de la molécule, Est un des premiers radicaux a avoir été utilisé pour étudier la relation
structure/activité antioxydant des composés phénoliques (Brand-Williams et al., 1995). Il
posséde dans sa structure un électron non apparié sur un atome du pont azote-azote. Sa
particularité provient de la modification de ses propriétés d’absorption UV/Visible selon son
état : la forme réduite (e.g., aprés ajout d’électron) absorbe a 515-518nm alors que sa forme

oxydée ne présente pas de pic d’absorption.
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L’efficacité d’un antioxydant peut étre mesurée par sa capacité a réduire le radical. Ceci
s’observait historiquement par le changement de couleur allant du bleu-violet (forme oxydée)

au jaune (forme réduite).

I e

N—MN NO, (= N—N NOS
Coond > T pend D
NO5 NOS
Bleu Jaune

Figure 7: Modification du DPPH" lors du transfert électronique (Popovici et al., 2009).

Cette propriété peut dorénavant étre quantifiée par spectroscopie UV/Visible en se
focalisant sur 1’absorption a 515-518 nm. Ce test est encore fréquemment utilisé pour évaluer
le potentiel antioxydant de polyphénols. Un avantage indéniable de ce test est qu’il permet
également d’évaluer la cinétique de piégeage. Pour cela, il suffit d’évaluer I’augmentation
d’absorption a 515-518 nm en fonction du temps. Le mécanisme de piégeage du DPPH reste
encore relativement controversé entre le transfert d’atome d’hydrogeéne concerné et le transfert
électronique. Le piégeage des radicaux libres a été décrit ci-dessous comme pouvant suivre
deux types de mécanismes. D’une part, le transfert d’atome d’hydrogéne du groupement
hydroxyle présenterait une cinétique rapide comme dans le cas de certains acides et derivés
phénoliques. D’autre part, le transfert d’électron aurait une cinétique lente comme montré dans
le cas de dérivés glycosylés et des anthocyanes (Huang et al., 2005). En effet, il a été
récemment montré que les cinétiques de transfert d’¢lectron sont généralement plus rapides que
celles d’un transfert d’atome (Di Meo et al., 2013). 1l est important de noter que dans le cas des
polyphénols, la capacité a piéger les radicaux libres est tributaire des conditions expérimentales.
De nombreux facteurs vont influencer le potentiel antioxydant comme le rapport
antioxydant/DPPHe ou le pH. Pour évaluer I’activité antioxydant, deux approches sont utilisées
: d’une part, la quantité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPHe et d’autre part,

le suivi de la cinétique de la réduction.
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111.1.2. Test TEAC

La méthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) permet de mesurer la capacité
d’un candidat a piéger le radical cation ABTS"" (obtenu a partir de sels d’ammonium de 1’acide
2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La particularité de cette méthode est
I’aspect compétitif puisque la mesure aura comparé la capacité d’un antioxydant de référence
le Trolox (Pellegrini etal., 2003). Il est important de noter que le Trolox est un analogue

chimique de la vitamine E.

OH

Figure 8 : Structure chimique du Trolox (Pellegrini etal., 2003).

Le test TEAC est également une méthode colorimétrique ou une décoloration de la
solution bleue-verte contenant ABTSe+ sera observée lors de la formation de ABTSH™ (couleur
bleue a verte). Cette décoloration pourra également étre quantifiée par spectrophotométrie
(Absorption UV/Visible) a 734 nm. La valeur TEAC obtenue par ce test correspond a la
concentration de Trolox ayant la méme activité que la concentration unitaire du composé a
tester. C’est une méthode, tout comme le DPPH, conceptuellement facile a mettre en place
puisque seuls les réactifs et un spectrophotomeétre sont nécessaires. Elle est, de plus, rapide et
se corréle bien avec des tests biologiques. En revanche, I’inconvénient majeur de cette méthode
reléve de I’instabilité des radicaux ABTS™. Ces derniers doivent étre générés extemporanément
a partir de sels d’ABTS et la mesure doit étre faite assez rapidement.

111.2. Role des antioxydants

Les antioxydants sont tout simplement de bonnes molécules (petits soldats) qui
transforment ces radicaux libres en produits inoffensifs et réduisent ainsi leurs effets néfastes
sur notre santé. Les antioxydants sont essentiels dans notre alimentation chaque jour pour
réduire le stress oxydatif dans notre organisme. Ce sont de reels boucliers pour protéger nos
cellules saines et notre santé (HERCBERG, S et al, 2004).
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Le régime mediterranéen riche en fruits et Iégumes a démontré ses effets sur le systeme
cardiovasculaire. Une des hypotheses avancées pour justifier ce mécanisme protecteur est la
richesse en antioxydants des fruits et Iégumes. En effet, de nombreuses études conseillent une
alimentation variée riche en fruits et légumes afin de prévenir 1’apparition de nombreuses
pathologies, notamment les cancers, vieillissement, les maladies cardio-vasculaires, protégée
les yeux et le diabéte de type 2. Certaines études conférent également un réle important aux
polyphénols dans ses effets benéfiques, ceci étant lié au caractére antioxydant de ces molécules
(HERCBERG, S et al, 2004).
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. 1. Matiére premiere :

L’¢échantillonnage a été réalisé¢ au niveau d’une région coticre a Bejaia « LA Rozine »
durant le mois de mai 2021, d’une maniére aléatoire a différentes profondeurs de 1 a 15 m. Les

échantillons ont été transportés au laboratoire dans des conteneurs isothermes.
l. 2. Méthode de préparation de la poudre :

Les échantillons, une fois nettoyés et débarrassés des impuretés, sont alors séchés a 1’aire
libre a température ambiante pendant 7 jours. La matrice sécher est directement broyée a I’aide
d’un broyeur métallique puis ¢électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre trés fine. La poudre

ainsi tamisée a 250 um et entreposée dans un récipient hermétique.
1. Analyses physico-chimiques

I1.1. Teneur en humidité

La teneur en humidité a été déterminée par évaporation de I’eau contenue dans
I’échantillon en utilisant une étuve réglée a 105°C. La masse résiduelle a été mesuré a des
intervalles de temps réguliers jusqu’a ce que la masse obtenue reste constante. Aprés

dessiccation, le taux d’humidité a été exprimé par la formule suivantes (AOAC, 1998).

T= ((m2-m3/m2-m1)) x 100

T (%) : taux d’humidité, my : peser vide, m. : peser avant séchage, ms : peser aprées séchage.

11.2. Teneur en cendre

Selon AFNOR, (1982), cette méthode est basée sur la destruction totale de toute. Les
particules charbonneuses et la pesée de la matiére minérale restante.

La poudre (2 g) est mise dans des creusés (Mz) qui sont placés dans un four réglé a 550°C
pendant cing heures jusqu'a obtention d'une couleur grise, claire ou blanchéatre, apres
refroidissement on pese les creusés (M.).

On exprime la matiére organique par la formule suivante :

MO % = (M1 - M2/ P) x 100

La teneur en cendre(cd) est calculée comme suit :
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Cd =100-MO%
Ou:
MO : matiére organique en %
M1 : masse des creusés + prise d'essali
M2 : masse des creuses + cendres

P : masse de la prise d'essai

11.3. Teneur en lipides
11.3.1. Méthode Soxhlet

La méthode Soxhlet est une méthode de référence utilisée pour la détermination de la
matiere grasse contenant dans les matrices solides déshydratés. C’est une méthode

gravimétrique, puisqu’on pese I’échantillon au début et la maticre grasse a la fin de 1’extraction.
11.3.2. Principe

La matrice solide est pesée et placée dans une capsule de cellulose. L’échantillon est

extrait en continu par de 1’hexane a ébullition (P.E. 690C) qui dissout graduellement la matiere
grasse. Le solvant contenant la matiére 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 1’extraction terminée, 1’hexane est évaporé, généralement sur un

évaporateur rotatif, et la matiére grasse est pesée
11.3.3. Extraction des lipides

L’extraction a été réalisé dans une enceinte fermée selon un processus semi-continu a
partir de 20 g de poudre dans 200 ml de solvant organique pendant 5 h. L’hexane contenant les
lipides dissous a été ensuite évaporé (AOAC, 1998)

La teneur en matiére grasse a été calculée selon la formule suivante :

P2 - P1

V% =
MG% PO
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P> : représente la masse en gramme du ballon contenant la matiére grasse, P1 : représente la

masse en gramme du ballon vide, Po : représente la masse en gramme de la prise d’essai.
11.4. Teneur en sucres totaux
11.4.1. Extraction des sucres totaux

L’extraction des sucres a été réalisée avec (éthanol pure, éthanol 50%, eau distillée).
Environ 1 g de poudre de corail a été mis en contact avec 40 mL de solvant et agiter pendant
1h puis centrifugation pendant 3 min a température ambiante a 13000 tr/min. Les surnageants

ont été récupérés apres filtration et forment les extraits a doser (Dubois et al., 1956).
11.4.2. Teneur en sucres totaux

Les sucres totaux ont été analysés suivant la méthode de phénol sulfurique. Dans le
premier temps, la courbe d'étalonnage de monosaccharide (moyenne de 3 solutions standard) a
été déterminée, ou 10 mg de glucose ont été ajoutés a 10 mL de solvant et différentes
concentrations de la solution standard de glucose (1, 3/4, 1/2, 1/4, 0 dilutions) ont été préparées
(Dubois et al., 1956).

» Mode opératoire :

Le dosage consiste a préparer dans un premier temps a 4°C une solution aqueuse de
phénol 5 % (m/v) et de I’acide sulfurique concentré 98%, a I’aide d’une micropipette, 200 puL
de solvant, ou de solution étalon ou de solution a doser (diluer a 1/500), 200 pL de la solution
phénolique 5% et 1 ml de H2SO4 concentré (a additionner rapidement) ont été ajoutés dans des
tubes a essais. On réalise une homogénéisation avant d’incuber le mélange dans un bain-marie
a 30°C et pour la 2°™ extraction & 100 °C pendant 5 min. Ensuite, le mélange est refroidi
pendant 30 min a I’obscurité et la lecture de la densité optique est faite a une longueur d’onde

de A =480 nm (Dubois et al., 1956).
11.5. Dosage des protéines
11.5.1. Extraction des protéines

L’extraction des protéines a été réalisée selon la méthode de Clement, Pra mod et al.
(2010).

5 g de poudre de corail a été macérée avec 100 mL de solution saline tamponnée au

phosphate (PBS, pH 7.4). Le mélange a été maintenu a 4° C pendant 2 h, I’extrait a d’abord été
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filtré et centrifugé a 3000 g a 4°C pendant 15 min. le surnageant jaune péle claire obtenu a été

utilisé comme extrait brut pour la détermination des protéines (Clement, Pra mod et al., 2010).
11.5.2. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été réalisé selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976). En

utilisant de bleu de Coomassie et de I’albumine sérique bovine (BSA) comme standard.
» Principe

11 s’agit d’une technique basée sur le changement d’absorbance qui se manifeste par le
changement de couleur de bleu de Coomassie apres collage (complexassions) avec les acides
aminés basiques (arginine, histidine, lysine) et les résidus hydrophobes des acides aminés
présents. En milieu acide, la forme anionique du bleu de Coomassie G250 interagit (par liaison
non covalentes adsorption) avec les radicaux aromatiques des acides aminés constituant les
protéines. La longueur d’onde d’absorption maximale passe alors de 456 nm (rouge) a 595 nm
(bleu) (Bradford 1976).

» Mode opératoire

Le dosage des protéines a été réalisé apres la préparation de la solution tamponnée et
de réactif protéique, ensuite une introduction d’une quantité de 20 uL de tampon contentant
I’échantillon et 1mL de réactif protéique dans des tubes a essai et le contenu a été mélangeé par
inversion ou par vortex. L'absorbance a 595 nm a été mesurée aprés 2 min a 1 h contre un blanc
de réactif préparé a partir de 20 uL du tampon approprié et de 1 mL de réactif protéique. La
BSA a été utilisée comme standard pour réaliser la courbe d'étalonnage. Les teneurs en
protéines ont été exprimées en mg par g d'équivalent BSA (Bradford 1976).

I11.  Dosages quantitatifs des métabolites secondaires
I11.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux et de flavonoides

111.1.1. Extraction des composés phénoliques

La méthode d’extraction utilisée dans ce travail est celle d’Oomah et al. (2010) avec
guelque modification dans le protocole. Elle consiste a dissoudre 0,4 g de la poudre de corail
dans 18 mL d’éthanol a 98% a 100%. Le mélange est agité pendant deux heures a température
ambiante suivi d’une centrifugation pendant 10 min a 6000 tours/mn. Le surnageant a été

évapore ensuite conserver au frais (Oomabh et al., 2010).
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111.1.2. Détermination de la teneur en polyphénols totaux :

» Principe :

Le principe de dosage des polyphénols totaux repose sur capacités réductrices des
complexes ioniques polymériques formés a partir des acides phosphomolybdiques et
phosphotungstique (réactif de Folin-Ciocalteu) par les composés phénoliques (Swain et al.,
1959). Il en résulte la formation d’un complexe bleu qui accompagne 1I’oxydation des composés

phénoliques et qui est stabilisé par 1’addition de carbonate de sodium (Na2CO3).

Les polyphénols totaux de 1’extrait ont été déterminés par 1’utilisation de la méthode de Follin-
Ciocalteu, I’acide gallique a été utilisé comme standard (Singleton and Rossi, 1965).

» Mode opératoire :

Les solutions d'essai (échantillons ou standards) de 100 pL ont été ajoutées a 0.8 mL
de Na2COs a 7.5%. Aprés 2 min, 100 pL de réactif de Folin-Ciocalteau a 1/10 ont été ajoutés
et laissés reposer a température ambiante pendant 30 minutes. L'absorbance a été mesurée a
750 nm sur un spectrophotometre contre un blanc. L'acide gallique a été préparé dans des
concentrations de 0,001 mg/mL a 1,0 mg/mL. Les concentrations phénoliques ont été
déterminées avec la courbe d'étalonnage (y = ax + b). Les résultats sont exprimés en
milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme (mg EAG / g d’extrait sec) (Bray et al.,
1954).

111.2. Détermination de la teneur en flavonoides :
» Principe

La méthode colorimétrique de dosage des flavonoides repose sur la capacité de ces
composés a former des complexes chromogenes avec le chlorure d’aluminium (AICl3), qui
donne a la solution une coloration jaunatre dans I’absorption maximale et la longueur d’onde a

430 nm, contre un témoin (Djeridane et al., 2006).

» Mode opératoire
1 mL d'échantillon dilué a été mélangé avec 1 mL de solution méthanoique de chlorure
d'aluminium & 2%. Aprés une incubation a une température ambiante pendant 10 min,
I'absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a 430 nm avec un spectrophotometre UV-

Vis contre le blanc. La quercétine a été utilisee comme standard pour réaliser la courbe
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d'étalonnage. Les teneurs en flavonoides ont été exprimees en mg par g d'équivalent quercétine

(QE) (Bruneton, 1999).

111.3. La teneur en tanins
> Extraction

Une quantité¢ de 10 g de la poudre de corail a ét¢ macérée dans 100 ml d’éther de
pétrole. Le marc résiduel a été encore repris dans 50 ml d’éther d’éthylique ensuite repris dans
100 ml de méthanol apreés une filtration et évaporation de filtrat méthanolique afin de récupérer

un extrait sec contenant les tanins (Bruneton, 1999).
» Dosage des tanins :

250 pl d’extrait des tanins ont été ajoutés a 2500 ul de sulfate de fer acide Fe2SOas
dessous dans (3 :2 butanol, HCL) le tout est chauffé a 95°c pendant 20 min, I’absorbance a été

mesurée a 530 nm, la teneur en tanin a été calculée selon la formule suivante :

Ct = Abs x FD X PM/el

Ct : concentration en tanin condenses g/l
PM : masse molaire de cyanidine
€ : coefficient d’exception molaire 3700 1/mol
L : longueur de la cuve
I11.4. Teneur en acide ascorbique
» Extraction de la vitamine C :

0.5 g de la poudre ont été extraits avec 10 mL d'acide oxalique (1%) pendant 60 min.

Aprés centrifugation a 1700 x g pendant 15 min, le surnageant a été filtré (Mau et al. 2005).
» Dosage d’acide ascorbique :

La détermination de la teneur en acide ascorbique a été effectuée a l'aide d'une méthode
spectrophotométrique décrite par Mau et al. (2005). 200 pL ont été mélangés avec 1,8 ml de

DCPIP et I'absorbance a été mesurée a 515 nm. La teneur en acide ascorbique a été exprimée
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en milligrammes d'équivalents d'acide ascorbique pour 100 g de poudre (MgAAE/100 g extrait).

(Y. Benchikh et al, 2014).
IV.  Evaluation de ’activité antioxydant :

Dans notre étude, la mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro des métabolites
primaire et secondaire a été réalisée par la méthode de piégeage des radicaux libre DPPH et
ABTSs.

> Teste ABTS

L'activité de piégeage des radicaux libres a été mesurée par spectrophotométrie selon
la méthode Rufini MS et al. (2010). Une solution d’ABTS a été préparée en mélangeant 7,4
mmol/L d'ABTS et 2,6 mmol/L de persulfate de potassium. Des échantillons de 100 uL ont été
melangés avec 1900 pL de la solution d’ABTS, et l'absorbance des mélanges résultants a été
mesurée aprés 7 min a 737 nm avec un spectrophotometre UV/VIS (R. Torres-Martinez et al,
2017).

VI1.2. Test DPPH

100 pL méthanol d'extrait ont été ajoutés a 1.3 ml de solution de DPPH (0.004 mg/ml).
La diminution de I'absorbance a été déterminée a 517 nm, aprées incubation pendant 30 min dans
I'obscurité (Talbi et al., 2015).

Le pourcentage d’inhibition (I %) de I’activité antiradicalaire DPPH et ABTS a été calculé

suivant la formule suivante :

%d,actiVité anti-l‘adicalail‘e = [(AbS controéle — AbS échantillon) / AbS contrﬁle] x 100

Avec : A controle : Absorbance de la solution DPPH ou ABTS sans extrait.

A ¢chantillon : Absorbance de 1’échantillon

La valeur de la concentration inhibitrice ICso représente la concentration d’extraits qui
neutralise 50% des radicaux de DPPH et ABTS.

Les ICso de Il'activité antioxydante (DPPH et ABTS) ont été calculés a partir de la courbe de
la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction des concentrations de I’extrait. La
valeur d’ICsg la plus faible correspond a I’efficacité de 1’extrait la plus élevée. Cette valeur est

exprimée en mg. ml-1 (Boubekri, 2014).
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Les valeurs de I’ECso ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.

Pour chaque composé, les résultats sont la moyenne de 3 expériences menées en parallele.
V. Analyses statistiques

Toutes les données rapportées ont été réalisées en triplicatas et exprimées en moyennes +
écart-type. L'analyse de la variance & un facteur (ANOVA) a été calculée a I'aide du logiciel

JMP (version 10.0.0, SAS) afin de déterminer les différences significatives entre les résultats.
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Résultats et discussion

. Teneur en humidité

Par définition, la masse seche est la masse d'un échantillon apres que toute I'eau libre en
a été retirée, une valeur qui est trouvée en soustrayant la teneur en humidité de la masse humide.
La valeur moyenne de la masse seche des échantillons du corail de I'espéce A. calycularis
obtenue ici était de 59.08, % avec un écart type de 0,22%. Ces résultats ont fourni un indicateur
assez bon de la biomasse pour estimer la quantité d'échantillon a prélever en fonction de la
masse requise pour une analyse donnée. Nos résultats présentaient une biomasse de la matiére
séche assez importante comparant a ceux décrits dans la littérature pour les poissons d'eau salée,
dont la teneur en humidité se situe entre 66 et 84% (\VVasconcellos, L. M. H et al, 1999).

1. Teneur en cendre

La teneur en cendres du corail A. calycularis (68,33%) était beaucoup plus élevée que
celle enregistrée pour d'autres especes de macro algues du golfe Persique dans des études
précédentes ou les teneurs variaient de 15.50% a 49.14%.

Khairy et EI-Shafay (2013) ont signalé des niveaux plus élevés de teneur en cendres d'espéces
d'algues pendant l'automne (a basse température) par rapport au ressort et a I'été (a haute
température). Par conséquent, la teneur élevée en cendres trouvée dans notre étude est
susceptible d'étre expliquée par le fait que nos échantillons ont été collectés au cours de la saison
basse température. En général, le niveau élevé de cendres est associé a la quantité d'éléments
minéraux.

I11.  Teneur en lipides :

Le résultat de la teneur en lipides totaux du corail mediterranéen A. calycularis est
mentionnée dans le tableau 1, d’ou la teneur en lipide en utilisant la méthode d’extraction par
soxhlet a enregistré une teneur de 2,27% + 0,003. D’autres études réalisées sur des microalgues
marines Nannochloropsis oculata et Dunaliella salina ont démontrés des teneurs variant de 2
% jusqu’a 24 % leurs résultats sont assez €levés par rapport a notre résultat obtenu de notre
espéce étudiée. En revanche une optimisation des conditions d’extraction des lipides a été
réalisé par (Céline, 2013) afin d’extraire un maximum de lipides contenues dans les

microalgues marines. Probablement une optimisation des facteurs influengant sur 1’extraction
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des lipides de notre espéce marine pourrait étre efficace pour extraire le maximum de lipides

totaux contenus dans la matrice déja structurellement complexe.

Toutefois, les lipides totaux présentent également des propriétés qui les rendent tres
intéressants pour des applications dans des secteurs tels que la cosmétique, la détergence ou la
lipochimie. Des études antérieures ont éte réalises afin de rechercher les propriétés des lipides
et leurs résultats on permet de les appliquer dans les produits solaires, les cremes de soin et
divers produits de maquillage pour le domaine cosmétique, dans les mousses, savons et
shampoings pour la détergence ou dans les peintures, biolubrifiants pour la lipochimie

Tableau Il : les rendements de quelques métabolites d’A. calycularis (Céline, 2013).

Métabolites Rendement %
Humidité 59.08% "  +0.22
Cendres 68.33% %  +0.33
Lipides 2.27% ° +0.003

Note : a-c Les lettres en exposant différentes montrent des différences significatives entre les
métabolites, déterminées par comparaison de toutes les paires, HSD de Tukey (P < 0,05).

IV.  Teneur en protéines

La teneur en protéines totaux est déterminée a partir de la courbe d’étalonnage
(y=0.3816x + 0.039, R2 =0.9901) (annexel) tracée en utilisant comme standard BSA. Les
concentrations sont exprimées en mg Evg BSA/ g.

Le reésultat de la teneur en protéine pour I’extrait de corail est mentionné dans le
tableau 2, une teneur de 6.55 + 0.13 mg/g a été obtenue en utilisant la méthode de Bradford,
d’autre part nos résultats de la teneur en protéine €tait assez proche de celle obtenue pour I’algue
marine Cystoseira crinita avec une teneur de 6,8+1,9 mg/g.

Bouglé en (2007), a étudié les activités biologiques de protéines marines. Ses résultats ont montré
des fonctionnalités dans la défense immunitaire, contre les infections et dans la prévention du

cancer, ainsi que des complications cardio-vasculaires et métaboliques liées a 1’obésité.
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V. Teneur en sucres totaux :
La teneur en sucres totaux est déterminée a partir des courbes d’étalonnages (annexe2) tracée
en utilisant comme standard le glucose. Les concentrations sont exprimées en mg Eq glucose/g.

Teneur en sucre a différentes concentration de
solvant d'extraction dans 30°C et 100°C
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Figure 9: La teneur en sucre totaux
Note : c-e Les lettres en exposant différentes montrent des différences significatives entre les

métabolites, déterminées par comparaison de toutes les paires, HSD de Tukey (P < 0,05).

Les extraits de polysaccharides de la poudre du corail dur A. calycularis ont été obtenus
par précipitation, en utilisant de 1’éthanol a différentes concentrations (éthanol pure, éthanol
50% et eau distillée) ainsi dans deux températures de traitements 100°C et 30°C. Selon
I’histogramme 1, les résultats ont révélé que les rendements d'extraction variaient de 4.17 *
0.30 a 29.23 + 1.28 mg/g. L'analyse statistiqgue a montré que les extraits obtenus dans les
différentes conditions étaient significativement différents (p-val <0,05), un meilleur rendement
a été obtenu pour I'extrait traité a une température de 30°C avec de 1’éthanol 50% avec un
rendement de 29.23 + 1.28. En effet, les rendements d'extraction dépendent des solvants utilisés
ainsi que des concentrations de solvants (J.A.G. Rodrigues,. 2011). Bien que des rendements
d'extraction plus faibles ont eté obtenus pour des especes Secamone afzelii et Euphorbie hirta
avec des teneurs 4.43+0.76 et 4.08+0.74 respectivement (J.A.G. Rodrigues,. 2011) . Les
rendements en glucides dans les deux températures de traitement 30°C et 100°C ont montrés
des différences significatives (p-val <0,05) et une augmentation de concentration en glucides a
été obtenu lorsque la température de traitement était basse (30°C) pour les trois concentrations

de solvant, I’effet de traitement a 100°C a probablement dénaturé une fraction glucidique.
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VI.  Taux en polyphénols totaux, flavonoides et tanins

La teneur en polyphénols totaux et flavonoides est déterminée a partir des courbes
d’étalonnage (y=10.812x-0.0035, R2=0.9957) (annexe3) et (y = 16.592x -0.0648, R2=0.9972)
(annexed) tracées en utilisant comme standard I’acide gallique et de la quercétine,
respectivement. Les concentrations sont exprimées en mg EqAG/g d’extrait sec pour les

polyphénols totaux et en mg EqQ/ g d’extrait sec pour les flavonoides.

Nos résultats sont pertinents présentant ainsi une source riche en polyphénols totaux
(155+1.63 mg AG/g d’extrait) et en flavonoides (82.14+6.39 mg AG/g d’extrait) en comparent
a d’autres espéces marines. Gopalraj et al ; (2011) ont montré que 1’extrait méthanolique de
I’espéce algale Turbinaria conoides présentait des teneurs en composés phénoliques de
(1,23+0.173 mg AG/g d’extrait) et Duan et al (2006) ont également révélés des teneurs en
composés phénoliques dans la fraction d’éther diéthylique de 1’algue rouge Polysiphonia
ureceolata de 73.7 mg AG/g d’extrait.

Cox et al, (2010) ont montré aussi des teneurs en flavonoides des différents extraits
d’algues plus faible a celle obtenu dans notre étude : Laminaria digitata, Laminaria saccharina,
Himanthalia elongata, Palmaria palmata, Chondrus crispus et Enteromorpha spirulina d’ou
la teneur varient entre 7,66 et 42 ,5mg QE/g d’extrait. Les flavonoides marins ou terrestres sont
reconnus comme substances potentiellement antioxydants ayant la capacité de piéger les
radicaux libres et les formes réactives de I’oxygene singulier dans les organismes, ils présentent
également des propriétés vasculoprotectices et veinotoniques, en réduisant la perméabilité des

vaisseaux sanguins (Burtin, P, 2003).

L’analyse des résultats de la teneur en tanins condensés consignés dans le tableau 2
révele une concentration assez importante en tanins (68,22+0,38 mg éq cat/g). L’augmentation
de la température favorise d’une part la diffusion et la solubilité des substances extraites, d’autre
part elle détruit certaines substances fragiles (S. Joki¢ et al,. 2010). Cette teneur élevée en
tanins condensés dans notre extrait peut étre expliquée par la destruction par la chaleur des
polyphénols oxydases (PPO) qui baissent la teneur en polyphénols ; ainsi, la rupture de liaisons
entre les polyphénols et d’autres substances (protéines, polysaccarides...) menant a
I'accessibilité a ces principes actifs peut expliquer de sa part cette abondance (M. Lutz et al,.

2011). Des faibles teneurs en tannins ont été observes au niveau des extraits d’algues. Des
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études récentes de Cox et al ont montrés que les teneurs en tanins condensés des extraits

méthanoliques de Laminaria digitata, Laminaria saccharina, Himanthalia elongata, Palmaria
palmata, Chondrus crispus et Enteromorpha spirulina varient de 3,19 a 38,34 mg CE / g.
(Matanjun et al., 2008).

En revanche, la comparaison des résultats des polyphénols totaux avec ceux de la
bibliographie est moins fiable car I’utilisation de différentes méthodes d’extraction, réduisent
les possibilités de comparaison entre les études (Trabelsi et al., 2010) et méme les teneurs en
composés phénoliques, changent de fagon considérable d’une espéce a une autre et a I’intérieur
de la méme espece, a cause des facteurs extrinséques (température, climat...), physiologiques
(le degrés de mutation, organes utiliseés) et la durée de stockage ( Maisuthisakul et al., 2007).

Les polyphénols prennent une importance croissante notamment grace a leurs effets
bénéfiques pour la santé et leur role d’antioxydants naturels qui présentent de plus en plus des
intéréts dans la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires,
cardiovasculaires et neurodégénératives. lls sont également utilisés comme additifs dans

I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Kahkonen et al,. 2007).

VIl. La teneur d’acide ascorbique :

La détermination de la teneur en acide ascorbique de I’extrait de corail est estimée par la
méthode spectrophotométrie par Mau et al. (2005). Les teneurs ont été rapportées en mg Eq
d’acide oxalique /100 g d’extrait. La méthode consiste a préparer une gamme de dilutions a
partir d’une solution mére d’acide ascorbique de concentration connue. Ensuite, on mesure
I’absorbance des solutions dilue a 515 nm.
L’acide ascorbique considéré comme contrdle positif avec différentes concentrations (0-500
ug/ml), qui a permis de réaliser la courbe d’étalonnage (R>= 0.9812 (y= -3.3744x+ 0.5082)

(annexe 5).

Les résultats de dosage de I’extrait de corail orange A. calycularis en acide ascorbique a révelé

avec une teneur de 127.54+7.54 mg/100g.

Gréace a ses propriéetés biologiques et chimiques, la vitamine C peut étre utilisée dans
I’industrie cosmétique, en particulier dans les soins topiques. La vitamine C étant un agent
réducteur, elle détruit les radicaux et agents oxydants agressifs, elle permet ainsi une
photoprotection contre les UV A & B (Stamford, 2012). Elle stimule également la synthése de

collagene permettant ainsi une meilleure élasticité de la peau et le comblement des rides. La
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vitamine C ou ses dérives peuvent étre utilisés comme antioxydant dans les formulations

cosmétiques. Les concentrations utilisées sont de 0,5 a 3% pour I’ AA et ses esters hydrosolubles

et de 0,1 a 0,5% pour ses esters liposolubles (Martini et Seiller 2006).

Tableau 111 : Représente les teneurs en métabolites secondaires et métabolites primaires
Métabolites Teneurs mg /g
Protéine 6.55¢ + 0.13

Sucre totaux a 30°C

Eau distille 24.33¢4 +0.25
Ethanol pure 21.26¢4 £ 0.49
Ethanol+eau 29.23¢ + 1.28

Sucre totaux a 100°C

Eau distille 9.384 ¢+ 0.77
Ethanol pure 7.969 £ 0.10
Ethanol+eau 4.174¢ = 0.30
Polyphénol (mg Eq Ag/g d’extrait) 155.3824+ 1.63
Flavonoides (mg Eq Q/g d’extrait) 82.14° + 6.39
Tanin 68.22" + 0.38
Acides ascorbique (mg/100g) 127.54 foh + 7,54

Note : a- Les lettres en exposant différentes montrent des différences significatives entre les

métabolites, déterminées par comparaison de toutes les paires, HSD de Tukey (P < 0,05)

VIIl. Evaluation de P’activité antioxydant :

La capacité antioxydant d’extrait de corail (A. calycularis) a été déterminée a partir
de I’ICso, c’est la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH et ABTS. Plus
la valeur d’ICsg est basse, plus I'activité antioxydant d'un composé est importante (Locatelli et
al., 2009).

28
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Nous avons déterminé pour chaque extrait, sa concentration nécessaire pour réduire

50 % du radical libre DPPH et ABTS. A partir des équations des régressions linéaires des
graphes.

Les résultats d’évaluation des activités antioxydants sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau IV : Le pouvoir antioxydant DPPH et ABTS (exprimé par ICso + écart-type (en mg

/ml)) des extraits testés.

métabolites IC 50 test ABTS IC 50 test ABTS
Acide ascorbique 24.44+0.18% 41.36+1.38%
Lipides 5.69+0.35" 18.50+2.05°
Protéines 2.26+0.04° 20.50+1.34°
Glucides 50% éthanol 1.61+0.07¢ 2.45+0.07°
Polyphénols et flavonoides  0.73+0.02° 1.15+0.12°¢
Tanins 0.70+0.7¢ 0.90+0.01°

Note : a- ¢ Les lettres en exposant différentes montrent des différences significatives entre les

métabolites, déterminées par comparaison de toutes les paires, HSD de Tukey (P < 0,05).

La capacité antioxydante test ABTS et DDPH, des métabolites primaires et secondaires
du corail coralligene ont été déterminés puis comparés a l'activité des composés antiradicalaires
de référence, en I’occurrence le BHT. Les résultats obtenus, exprimés en terme de concentration
inhibitrice de 50% des radicaux (ICso), ont montrés que tanins, polyphénols totaux et glucides
étaient dotés d'un pouvoir antioxydant plus forte, allant de 0.70 a 1.61 mg/ml (test ABTS) et de
0.90 a 2.45 mg/ml (test DPPH). Mais significativement non différents par rapport aux autres
métabolites tels que les protéines, lipides et I’acide ascorbique avec des IC 5o variant de 2.26 a
24.44 mg/ml (test ABTS) et de 20.50 a 41.36mg/ml pour (test DPPH). En revanche d'un pouvoir
antioxydant plus faible que celui de BHT dont I’ICso est en moyenne de 15.99 + 0.09 ug/mL.
L’activité antioxydante la plus élevée a été enregistré pour les tanins et les polyphénols avec
des IC 50 de 0.70 et 0.73 mg/ml respectivement, ces composés sont déja connus par leur
capacité a induire la réaction de Fenton et limiter ainsi la production des EOR qui possedent

bien une propriété antioxydante intéressante (Prior et al.2005). L’activité antiradicalaire des
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lipides de notre matrice était plus forte a celle d’Elaeoselinum asclepium avec une ICso = 26.78

+0.86 mg/ml (Lu F et al,. 2001; Singh G et al, 2006).

Pour les sucres totaux, leur activité antioxydante s’est révelée ainsi forte et non
significativement différentes que ceux des composés phénoliques et cela est probablement due
au fait que ce n’est pas uniquement les composés majoritaires (glucides) qui sont responsables
de cette activité antiradicalaire. Mais, il peut y avoir aussi d’autres composés minoritaires qui
peuvent interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un systeme efficace vis-a-
vis des radicaux libres (Lu et Yeap Foo, 2001; Sing et al., 2006). La vitamine C ou I’acide
ascorbique est connue comme un puissant antioxydant hydrosoluble, a c6té de son role dans la
régénération de vitamine E. La vitamine C est capable de réduire d’autres biomolécules
oxydées et d’agir comme un piégeur direct de radicaux libres (Sordillo, L.M et al,. 2009) le
faible pouvoir antioxydant enregistré dans notre étude pourrait étre justifié par la dégradation
de la vitamine C, un temps assez long de conservation (entre extraction et évaluation de
I’activité antioxydante).

Les antioxydants issus des sources naturelles sont plus intéressants que les antioxydants
synthétiques : ils n’induisent pas d’effets secondaires alors que les antioxydants synthétiques
sont genotoxiques (Rohman et al. 2010). En conclusion, quantitativement et qualitativement, le
corail coralligéne A. calycularis constitue une source substantielle d’antioxydants sachant que
sont particulierement riches en tanins, les polyphénols et flavonoides et d’un pouvoir

antiradicalaires.
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Conclusion et perspectives

Ces derniéres années, 1’augmentation de 1’évaluation des métabolites naturels issus des
espéces marines pour leurs différentes activites biologiques est remarquable dans le monde. Les
métabolites isolés a partir des espéces marines sont intéressantes en terme pharmacologique et
thérapie alternative comme des modeles pour avoir des nouvelles substances comme les

médicaments de mer.

L’objectif principale de cette étude et d’arriver a valoriser des substances naturelles
quelle que soit primaire ou secondaire et d’évaluer leurs activités antioxydantes qui sont issue

d’une corail (Astroide calycularis).

A la cour de cette étude, nous avons effectué différentes méthodes de dosages afin
d’évaluer les teneurs en substances bioactifs de notre matrice. Ainsi que les résultats obtenus
démontrent que notre espéce plus de leurs métabolites primaires (protéines, lipides et sucres)
elle synthétise des métabolites secondaires tels que les composes phénoliques qui sont douté

d’une forte activité antioxydant.

L’activité antioxydante des extraits a été¢ évaluée in vitro par le test DPPH et ABTS, les
résultats obtenus confirment que les molécules bioactives des différents métabolites sont douées
d’un fort pouvoir antioxydant (DPPH et ABTS).

D’apres les résultats, les polyphénols, flavonoides et tanins ont présenté 1’activité de pouvoir
ABTS la plus élevée aves des IC50 : 0.73+£0.03 mg/ml, 0.70+0.05mg/ml.
Au terme de cette étude, et pour la compléter, il serait important :
+ De faire des travaux supplémentaires pour identifier et isoler les métabolites bioactifs.
+ D’approfondir les recherches sur les propriétés pharmacologiques d’Astroide
calycularis.
+ De faire des études in vitro et in vivo pour évaluer d’autres propriétés antioxydantes,

antibactériennes, anti-inflammatoires et anticancéreuses.
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage des flavonoides
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Annexe 3 : Courbe d’étalonnage des protéines
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Annexe 4 : Courbes d’étalonnages de glucose (30°C)
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1.2. Ethanol+eau

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

o1 o

0

y = 0.7492x + 0,0341
RZ=0998 /

& absorbance

—— Linéaire (absorbance)

Absorbance a 480nm

—— Linéaire (absorbance)

0 0,5 1 1,5

concentration de glucose en mg/ml

1.3. Ethanol pure
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La préparation des réactifs utilise :
DCPIP (dichloro-phéno-indo-phénol)

1. Préparation de DPPH :
Mélanger 0.004 mg de DPPH avec 100 ml de méthanol et agitation.

2. Préparation d’ABTS :
La solution d’ABTS a été préparée en mélangeant 7.4 mmol/L d’ABTS et 100 ml d’éthanol.

3. Préparation de DCPIP :
La solution de DCPIP a été préparée en mélangeant 1g de depip et 100ml d’eau distillé.

4. Préparation tampon phosphate buffered saline a PH=7.4
1 solubiliser 2g de NaCl on ajoute 50mg KCI puis on ajoute 0.36g de Na-HPOs puis
61.25g de KH-PO4 dissoudre le tout dans un peu moins de 200ml d’eau distillee ajuste
le PH a 7.4 on complete la solution a 250ml
NaCL : la masse volumique 58.4 g/mol
KCL : masse volumique 74.551g/mol
Na;HPO. : masse volumique 141.96 g/mol
KH:PO. : masse volumique 136.086 g/mol
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Résumé

Les invertébrés marins ont été une source importante de métabolites bioactifs ayant un large
spectre d’activités intéressantes et menes dans des perspectives de valorisation, prometteuse
pour I’avenir en biochimie et en pharmacologie.

Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des ressources naturelles,
nous nous sommes intéressées par 1’étude phytochimique et ’activité antioxydante des
métabolites bioactifs d’une espéce marine Astroides calycularis. Les résultats obtenus montrent
larichesse de notre espéce en cendre, en tanins, en polyphénols, en flavonoides et moyennement
en vitamine C, de plus en métabolites primaires. Nous avons enregistré des rendements élevés
en composés phénoliques 155.38+1.63 mg EqAG/g, en Flavonoides 82.14+6.39 mg EqQ/g
d’extrait et en tanins 68,227 £+ 0,38 mg/g d’extrait.

L’évaluation du pouvoir antioxydant in vitro par deux methodes a révéle des capacités
antioxydantes chez tous les métabolites primaires et secondaires. L’extrait de tains a montré
une meilleure capacité antioxydante, un bon piégeur de radical libre DPPH® (ICs0 =0.90 + 0.01
mg/ml), il possede également une forte capacité réductrice ABTS (ICso = 0.70 £ 0.07 mg/ml),
suivi des polyphénols et flavonoides avec une capacité réductrice ABTS (ICso = 0.70 £ 0.07
mg/ml (ICso = 0.73 + 0.02 mg/ml) et DPPH (ICs0 = 1.15 + 0.12 mg/ml).

Mots clés : Astéroide calycularis, molécules bioactifs, extraction, dosage, Activité
antioxydante.

Abstract

Marine invertebrates have been an important source of bioactive metabolites with a wide
spectrum of interesting activities and conducted in perspectives of valorization, promising for
the future in biochemistry and pharmacology. In the framework of the discovery of new
antioxidants from natural resources, we are interested in the phytochemical study and the
antioxidant activity of bioactive metabolites of a marine species Astroides calycularis. The
results obtained show the richness of our species in ash, tannins, polyphenols, flavonoids and
moderately in vitamin C, furthermore in primary metabolites. We recorded high yields of
phenolic compounds 155.38+1.63 mg EqAG/g, Flavonoids 82.14+6.39 mg EqQ/g extract and
tannins 68.227 = 0.38 mg/g extract. In vitro antioxidant capacity evaluation by two methods
revealed antioxidant capacities in all primary and secondary metabolites. The tanins extract
showed better antioxidant capacity, a good free radical scavenger DPPHe (EC50 =0.90 £ 0.01
mg/ml), it also has a strong reducing capacity ABTS (EC50 = 0. 70 = 0.07 mg/ml), followed
by polyphenols and flavonoids with a reducing capacity ABTS (EC50 = 0.70 £ 0.07 mg/ml
(EC50 =0.73 £ 0.02 mg/ml) and DPPH (IC50 = 1.15 + 0.12 mg/ml).
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