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Abstract

This work lies within the scope of the valorizatiohthe extracts of sesquipedalian Rhodophycéedli@glias antioxydants. The method
applied to measure this activity is that of theppiag of the free radicals by using the 1,1'-dipén- picrylhydrazyl (DPPH°) and the
follow-up of the reaction was carried out by coheeiry and Liquid Chromatography High efficiency. Tlesults obtained show that the
extracts of Gelidium sesquipedale have a signifieatioxidant activity, inhibition of 50% of oxidan of the radical has been achieved by
using a dilution of 100 times of the extracts. Tdharacterisation of molecules responsible for thidogical activity has shown that
extracts of Gelidium sesquipedale are rich in phenmmpounds, ascorbic acid and functions thidlke levels recorded for these
molecules are of the order of 8.71 + 6.1 mg/g ofE&#ter crushing for the total polyphenols, 5.35.Z7 mg/ml for the ascorbic acid, and
8.65 + 1.12 mg/ml of equivalent of N- acetylcysteronjugate for the functions thiols.

Keywords: Sesquipedalian Gelidium; DPPH method total plagnols, Ascorbic acid, Functions thiols, HPLC,dCiohetry.

Plusieurs molécules bioactives ont été isolées et
identifiées a partir des algues marines [13, 141 6]%lont
la plupart contiennent des composés phénoliques|te
les catéchines et les flavonoides [18, 19, 20] les

1. Introduction

Avec ses 3500 Km de facade maritime, le Maroc
dispose d'une flore marine trés riche et diversifi®e
nombreux travaux ont permis de répertorier pré$@e#
especes[1]

Outre leur réle écologique et naturel trés impdrths
algues marines regorgent de grandes potentialigs |
constituent une source importante de produits sasli
dans plusieurs domaines particulierement médicake{7
industriél tels que l'industrie agroalimentaire [2, 4]
cosmeétique [5, 6], et pharmaceutique [8] Concerest
domaines agroalimentaires et pharmacologique ; ces
végétaux représentent une  source  potentielle
d’antioxydants naturels [9, 10, 11], ils peuventtcibuer
dans les mécanismes de défense contre le stredatidxy
défini commeun déséquilibreentre la génération des
ERO et la capacité du corps a les neutraliser,réparer
les dommages oxydatif. Il correspond a peeturbation
du statut oxydatif intracellulaire. lls peuvemtévenir et
lutter contre les pathologies liées a la formation de
dérivés hautement toxique tels que I'oxygéne sitget
les radicaux libres [12].

phlorotannins [21], les tocophérols (vitamines E), et
I'acide ascorbiqugVitamine C) connus pour leur activité
antioxydante. [22, 23, 24, 25, 26}armi les nombreuses
méthodes utilisées pour I'étude de l'activité axjaante
des végétaux ou de leurs extraits.

Nous avons opté pour la méthode basée sur le test
DDPH : Ce radical libre (1,1'-Diphenylpicrylhydrayy
possede une coloration violet foncé qui passe auoeja
pale lorsqu'il est réduit [2, 27, 28]

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a
I'étude de l'activité antioxydante des extraits@elidium
sesquipedal@au moyen du test DPPH®. Cette activité sera
reliée a leur contenu en polyphenols totaux, emeaci
ascorbique et en fonctions thiols [28, 29, 30.

La conversion de la forme oxydée du réactif en form
réduite sera suivie par colorimétrie et par
chromatographie liquide haute performance.
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2. Matériels et Méthodes

2.1.Matériel biologique

Les algues ont été récoltées au niveau de la mlage
Rabat sur la cbte atlantique marocaine a marréebass
thalles ont été débarrassés des épiphytes et dwis,dé
rincés a l'eau distillée et séchés a lair libresqu'a
déshydratation compléte. Un broyage est pratiqué ta
but de réduire la taille des thalles en poudre sguvira

pour la suite de ce travalil.
2.2.Préparation des extraits d'algues

Un gramme de broyat d8elidium sesquipedala été
mis en contact de 50 ml de la solution du méthanol
ammonium citrate pH=7,4 (60 :40 v/v). Les systéimes
été maintenus sous agitation pendant 3 heures &p590
dans I'obscurité et a température ambiante (22+£1°C)

Le mélange est ensuite filtré sur une membrane
millipore de 0,45um de diamétre, et des dilutiors d
extraits dans le méthanol — ammonium citrate pH=7,4
[60:40 viv] ont été effectuées afin d'obtenir les
concentrations appropriées.

2.3.Etude de l'activité antioxydante

a) Test DPPH®: L'activité antioxydante des extraits
de Gelidium sesquipedala été déterminée en utilisant le
radical 1,1diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH®).

Des volumes égaux des extraits d’algues (bruts), et
(dilués 100 fois) en présence d'une solution du BPP
(71uM) préparée dans le mélange méthanol-ammonium-
citrate a pH =7,4 [60:40 v/v] ont été mélangés et
maintenus dans [l'obscurité a température ambiante
22+1°C.pendant 2 heures. Le mélange est ensuitgséna
par spectrophotométrie a 515 nm et par CLHP a 380 n
La courbe d’étalonnage du DPPH’entre (0 et 71 ubtga
utilisée pour calculer les concentrations restardes
DPPH° dans le milieu réactionnel. Le pourcentage du
DPPH?® restant est calculé selon la relation suezant

% DPPH® r:[(A échantillonxloo)/Ablanc] [17130]-

- A ehanilon. Absorbance de I'échantillon mis en
contact avec la solution du DPPH?°.
- A panc . Absorbance de la solution du DPPH?°.

b) Conditions chromatographiques : Le systéme
chromatographique est constitué d'une pompe (Hitach
Model L6000), d’'un injecteur (Rheodyne Valve) édquip
d’une boucle a 100 pl, d'une colonne (Croco-cildin
détecteur spectrophotométrique UV Visible (LKB miode
2151). La température de la colonne est de 40°@& et
pression est de l'ordre de 80 bars. La détection

spectrophotométrique a été effectuée a une longueur
d’onde de 330 nm.

2.4.Détermination de la teneur en polyphenols totaux

L'évaluation du contenu en polyphenols totaux de
Gelidium sesquipedala été effectuée suivant la méthode
de Folin Ciocalteu. Les extraits d'algues contedas 1
ml du mélange (méthanol, ammonium-citrate) pH =7,4
[60 :40 viv] ont été mélangés avec 5 ml du réadéf
Folin- Ciocalteu dilué au 1/10 dans I'eau. Pardées4 ml
de la solution du carbonate de sodium (7,5 v/v) &gt
ajoutés. Le mélange a été homogénéisé et incubé a
l'obscurité a température ambiante 22+1°C pendant
2heures, et I'absorbance a été déterminée a 769 @sn.
résultats ont été exprimés en équivalent d’acidiqge

(mg/g).
2.5.Dosage de I'acide ascorbique

Les extraits d’algues contenus dans 1 ml du mélange
(méthanol, ammonium-citrate) pH =7,4 [60 :40 v/ito
été mélangés avec 1 ml de la solution do-
phénylénediamine. Par la suite 1 ml du tampon
NH;"/NH," & pH = 9,5 a été ajouté. Le mélange a été
homogénéisé et incubé dans I'obscurité a tempé&ratur
ambiante (22+1°C) pendant 30 min, et I'absorbanétéa
déterminée a 323 nm. Les résultats ont été expramnés
mg d’acide ascorbique/ml.

2.6.Dosage des fonctions thiols

Les extraits d’algues contenus dans 1 ml du mélange
(méthanol, ammonium-citrate) [60 :40 v/v] pH =7,4to
été mélangés avec 200 ul de la solution de DTN®idi
bis (2-nitrobenzoiacide), aprés 10 min de contact a
I'obscurité et a température ambiante, I'absorbanéé
mesurée a 412 nm. Les résultats ont été exprim@sgén
ml d’équivalent de N- acétylcystéine.

3. Résultats et Discussion

3.1.Test DPPH®

Analyse par spectrophotométrie : La réaction entre le
1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH"®) et les
antioxydants produit une forme oxydée de I'anticayd
et réduit le radical en 1,1-diphényl-2-picryl-hyzyae ou
DPPH-H.

La réaction a été étudiée dans le mélange méthanol
citrate d’ammonium (pH= 7,4) et a été suivie par
spectrophotométrie a 515 nm correspondant au maimu
d’absorbance du DPPH® dans le visible.
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figurel: spectre d’absorbance du DPPH dans lebleisiet par

chromatographie liquide haute performance a 330 nm.
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Figure 2: Chromatogramme de la solution du DPPH%.(A)
Phase stationnaire : C18{f), phase mobile : Méthanol - Citrate
d'ammonium 10 mM (70:30, V/V), 0,8 ml/min.
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Figure 3: Chromatogramme correspondant a l'anatfia&xtrait seul de|
Gelidium sesquipedale.

Phase stationnaire : C18 (8m), phase mobile : Méthanol Citrate
d'ammonium 10 mM (70:30, V/V), 0,8 ml/min.
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Figure 4: Chromatogramme correspondant a I'analgseaction entre la
solution du DPPH? (7M) et I'extrait dilué 20 fois de Gelidium
sesquipedale.

Phase stationnaire : C18{f), phase mobile : Méthanol - Citrate
d'ammonium 10 mM (70:30, V/V), 0,8 ml/min.

Les pourcentages du DPPH restant ont été détermmés
utilisant différentes concentrations de I'extrdaldue. Les
résultats obtenus montrent qu'une dilution de 2@ fo
permet d’avoir de maniére approximative une infohitde
50% d’oxydation du radical.

Analyse chromatographique L'analyse
chromatographique de la solution du DPPH° a M
montre la présence de deux pics relatifs & la foredeite

et la forme oxydée du réactif enregistrés a degpsede
rétention de 7,74min et 6,30min respectivementdJig

Le chromatogramme relatif a l'analyse de I'extrait
d’'algue seul ne montre aucun pic caractéristiqué’ude
des formes du DPPHKfigure 3).

L'analyse chromatographique de la réaction entre la
solution du DPPHet I'extrait dilué 20 fois montre la
présence de deux pics enregistrés a des tempdettion
de 5,86 min et 6,88 min, et qui correspondent foilme

réduite et oxydée respectivement (figure 4).
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Une dilution de 50 fois de I'extrait permet uneibition
totale de I'oxydation du radical (figure 5). L'agaé de
réaction entre I'extrait d'algue et la solution @PPH
montre un seul pic caractéristique de la forme itéddu
réactif (DPPH-H) obtenu a un temps de rétentior6 d&
min.
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Figure 5: Chromatogramme correspondant a I'analgseéaction entre la
solution du DPPH° (71uM) et l'extrait dilué 50 fois de Gelidium
sesquipedale.

Phase stationnaire : C18 (@8n), phase mobile : Méthanol - Citrate
d'ammonium 10 mM (70:30, V/V), 0,8 ml/min.

3.2.Teneur en Polyphénols totaux

L’estimation de la teneur en polyphénols dans faikt
d’'algue a été effectuée selon la méthode de Fdlife e
contenu total a été exprimé en équivalent d'acalboge /
g d’échantillon.
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Figure 6: Courbe d’étalonnage de 'acide gallique

D’aprés les résultats obtenus, la rhodophy@éédium
sesquipedale renferme une quantité importante de

Etude de I'activité anti oxydante de Gelidium Sésegale par chromatographie liquide haute performan

polyphénols qui est de I'ordre de 8,71 mg + 6,1 EAg=de
broyat.

3.3.Dosage de I'acide ascorbique

Le dosage de l'acide ascorbique dans lextrait de
Gelidium sesquipedala été réalisé en utilisant sa courbe
d’étalonnage. La teneur enregistrée est de |'odér®,35 +
4,77 mg/ ml, ce qui montre la richesse des tisses d
Gelidium sesquipedalen cette vitamine.

y=3,8807+0,0047
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Figure 7: Courbe d’'étalonnage de 'acide ascorbique

D’aprés les résultats obtenus, la rhodophy@éédium
sesquipedale renferme une quantité importante de
polyphénols qui est de I'ordre de 8,71 mg + 6,1 EA§sde
broyat.

3.4.Détermination de la teneur en fonction thiols

La détermination de la concentration en thiols diens
broyat deGelidium sesquipedala été effectuée suivant la
méthode d’Ellman. La courbe d'étalonnage de N-
acétylcystéine a été utilisée pour calculer la uer@n ces
fonctions dans I'échantillon d’algue, et les réstgtobtenus
montrent que les extraits d'algues présentent wantge
de fonctions thiols équivalente a 8,65 + 1,12 md/ m
d’équivalent de N- acétylcystéine.
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Figure 8: Courbe d'étalonnage de N- acétylcystéigéml.
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4, Conclusion

L'étude de [lactivité
sesquipedale a été suivie par

antioxydante deGelidium

deux cas, les résultats obtenus montrent que Witk de
50 % d’oxydation est atteinte en utilisant desatardilués
20 fois. Une inhibition totale de I'oxydation dulieal a été
obtenue en présence des extraits dilués 50 fois.

Le contenu en polyphénols totaux dans les extraits

d’'algue a été estimé a 8,71 mg +
6,1 EAG / g de broyat, ce qui montre g@elidium

sesquipedaleenferme une teneur importante en composés
l'acide

phénoliques. L'évaluation de la quantité de
ascorbique et des fonctions thiols dans le brolagde a
été aussi effectuée, les valeurs enregistréesdsotiordre
de 5,35 + 4,77 mg/ ml d’'acide ascorbique et 8,65,
mg/ ml d’équivalent de N- acétylcystéine pour ldei
ascorbique et les fonctions thiols respectivement.

La richesse de Gelidium sesquipedaleen ces
biomolécules peut lui conférer un réle importanhsiaes
domaines variés, ainsi, sa valorisation dans le ailoen
agroalimentaire, pharmaceutique et médicale est grand
intérét. [31, 32, 33].
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