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INTRODUCTION

Les océans congtituent une richesse alimentaire trés diversifiée (algues, crustaces,
mollusques et poissons) et exploitée. Selon la FAO, plus de 130 millions de tonnes du poisson
sont actuellement péchés ou élevés chague année dans le monde. L’Algérie est un pays
méditerranéen, possede un vaste littoral riche en ressources halieutiques tel que les petits
pélagiques et les grands pélagiques. Ces poissons sont riches en lipides totaux tels que les

acides gras polyinsaturés qui ont une forte teneur d’ Oméga-3.

Le mulet est un grand poisson pélagique également appelé mule ou muge désigne
plusieurs genres des poissons essentiellement dans la famille des mugilidés, ils longent les
plages pour sgourner en fin dans un port ou dans les eaux saumatres d'un estuaire, ces
espéces sont réputées herbivore, ce qui est effectivement leur caractere principale (Cardonna,
2000). Les muges se rapprochent du fond ou ils broutent la végétation et vase pour en extraire
les matieres organiques nutritives. Ces poissons sont menacés en raison de leur exposition
continue a des effluents industriels chimiques riches en toxines, cette contamination par les
métaux et par les polluants induisent un stress oxydatif chez les poissons en générant des
espéces réactive de I’oxygene qui sont des composés toxiques puissants produits en continu
dans les cellules lors de I’ exposition a des toxines environnementales, provoquant ainsi des
dégéts cellulaires (Buet et al., 2002).

Cependant les effets nocifs des radicaux libres sont blogués dans une large mesure par
les systemes de défense antioxydants, qui sont des systemes utilisés pour prévenir les
dommages oxydatifs aux composants alimentaires et prévenir I’ oxydation des lipides par les
radicaux libres (Yu et al., 2002). L’éude des mécanismes de la prévention par les
antioxydants sont connus depuis les dernieres décennies, un regain d'intérét dd aux
implications de ces phénomeénes dans les domaines de la nutrition et de la santé, dont ces
composes antioxydants font actuellement I’ objet de nombreuses études car, ils ont un intérét
dans le traitement de certaines pathologies, ils sont aussi utilisés pour la conservation des

denrées agroalimentaire (Pan et al., 2008).

Vu de la grande valeur économique du mulet a grosse téte Mugil cephalus et ses ceufs,
ains gque son intérét pour la santé humaine, la présente étude viser la mise au point d une
méthode d’ extraction des lipides et la déterminer de la teneur lipidiques des trois organes du

poisson Mugil cephalus, et représente une premiere base de données se rapportant a
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I’évolution de I'activité antioxydante des extraits lipidiques obtenus a partir des

différentes organes du poisson Mugil cephalus . Ce travail est organisé en trois chapitres :

> Le premier chapitre présentera une synthese bibliographique sur I’espece Mugil
cephalus, sur les radicaux libres et sur le systéme de défense antioxydant.

» Le deuxieme chapitre couvre I’ensemble des travaux personnels expérimentaux et
principaux méthodes utilisées.

> Le troisieme chapitre est consacré pour les résultats et discussions acquis lors de ce

travail.

On terminera ce travail par une conclusion générale en donnant un récapitulatif sur les
principaux résultats obtenus durant ce travail ainsi que les perspectives qui feront I’ objectif

d'ultérieurs travaux.
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CHAPITRE 1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUES

1- GENERALITE SUR LESPOISSONS

Les poissons sont des anciens animaux et leur origine se confond avec celle de
vertébrés il y a 500 millions d'années. Ce terme poissons est employé précisement pour
désigner les cordés non tétrapodes qui forment un ensemble tres vaste et hétérogene
vraisemblablement polyphylétique. Les poissons sont des animaux a sang froid
(Poikilotherme), c'est a dire que leur métabolisme dépend de la température de |’eau qui
I’entoure a la différence des mammiféres (Beaumont et Cassier, 1998 ; Lecointre et al.,
2010).

1-1 BIOLOGIE DE L’ESPECE MUGIL CEPHALUS

1-1-1 DESCRIPTION ET MORPHOLOGIE

Le corps du Mugil cephalus est robuste, de forme cylindrique, |égérement comprimé
latéralement. Latéte est large et déprimée. Lalevre supérieure est mince et lisse sans papilles.
Une paupiere adipeuse épaisse recouvre presgue totalement I'ceil. La seconde nageoire
dorsale et anale, ne sont recouvertes d écailles que dans leur partie antérieure et sur leur base.
La nageoire anale ne compte que 8 rayons mous. Le dos est gris bleuté, les flancs et e ventre
sont argentés avec, en générale, des lignes longitudinales grises et des reflets dorés. Le
poisson Mugil cephalus atteint communément 60 cm de long, et exceptionnellement 120 cm,
pour un poids de 8 Kg (Seret et Opic, 2011).
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Figure 1: Anatomie externe du Mugil cephalus (FAO, 1985).
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1-1-2 TAXONOMIE ET SYSTEMATIQUE

Le nom scientifique du mulet, est Mugil cephalus (Linné, 1758), connu aussi sous le
nom de mulet-cabot ou mulet a grosse téte en France, sous le nom de flathead Grey mulet
dans la Grande-Bretagne, et sous le nom vernaculaire Bourri. Dans la classification, il occupe
la place suivante (Tableau I).

Tableau | : Taxonomie de I’ espece Mugil cephalus (Kaschner et al., 2015).

Regne Animal
Embronchement Chordes
Sous-embranchement Vertebres
classe Osteichtyens
Sous-classe Actinopterygiens
Infra-classe Teleosteens
Ordre Perciformes
Sous-ordre Mugiloides
Famille Mugilides
Genre Mugil

espéce cephalus

1-1-3ECOLOGIE DE L’'ESPECE ET HABITAT
Le mulet Mugil cephalus est une espéce cosmopolite, généralement trouvée dans les
estuaires tropicaux et tempeérés (Figure 2) (Cardonna, 2000).

Mugil cephalus peut remonter les estuaires et les riviéres, dont ils passent beaucoup du
temps, pres du rivage autour des bouches des courants et des rivieres ou dans des baies
saumétres, les admissions et des lagunes avec |e sable ou des fonds de la boue (T exas Parks,
2005).

Mugil cephalus se nourrit principalement de zooplancton (Cardonna, 2000). Une
abondante littérature a établi que les principaux contenu de son estomac comprennent trois
catégories: les microalgues (notamment épiphytes et benthiques diatomées, les dinoflagellés,
les algues vert et bleu vert), les détritus végétaux en décomposition, et des particules de

sediments inorganiques (Odum, 1966).
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Figure 2 : Distribution géographique du mulet (Kaschner et al., 2015).

La distribution de |’ espéce Mugil cephalus est plus large dans les mers tempéreées,
dans les eaux cotieres de la plupart des zones tropicales et subtropicales. Dans I'Océan
atlantique occidental, on le trouve a partir de la Nouvelle-Ecosse, Canada en alant au sud
jusqu'au Brésil, y compris le Golfe du Mexique. |l est absent en Bahamas et en mer dans les
Caraibes. Dans I'Océan Atlantique oriental, le mulet se trouve dans le Golfe de Gascogne
(France) et jusgu'en Afrique du Sud, y compris la Méditerranée et la Mer Noire. La chaine

orientale de I'Océan Pacifique comprend la Californie du sud vers le sud jusgu'au Chili.

1-2 COMPOSITION CHIMIQUE ET VALEUR NUTRINOINNELLE DU MULET
Mugil cephalus est apprécié pour la quaité nutritionnelle et la grande valeur
marchande de cette espéece que les autres espéces, dont il constitue une source des protéines
sensiblement identique a la viande. Ces protéines contiennent les neuf acides aminés
essentiels a notre organisme qui jouent un role clé dans la formation des enzymes digestives.
Il présente une importante concentration en minéraux et oligo-éléments, et une excellente
source de vitamines (Margiela, 2012). Les lipides représentent les constituants biochimiques
les plus étudiés chez les poissons et d autres organismes aguatiques (Dumay, 2003). Ils se
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caractérisent par une forte proportion d'acides gras insaturés ; dans les huiles de poisson gras,
ce taux peut atteindre 75% (Beddih et al., 2004). (Tableau I1).

La chair du poisson se rapproche de celle du muscle de viande des animaux terrestres,

en particulier, en ce qui concerne les teneurs en protéines, sucres, minéraux et en lipides
(Nganguem, 2007).

Tableau Il : Composition chimiques et valeur nutritionnelle du poisson mulet. (Beddih et al.,
2004 ; Margiela, 2012).

Acide aspartique, acide glutamique, alanine, arginine, cystine, glycine,

Protéines | histidine , isoleucine, leucine, lysine, méthionine , phénylaanine, proline,
serine, thréonine, tryptophane , tyrosine et valine.
Lipides Acides gras polyinsaturés, Monoinsaturés, acides gras saturés et Cholestérol.
Vitamine de groupe B : B1, B2, B3, B5 et B12. Vitamines A, C, D, E et
Vitamines o
provitamine A.
Oligo-élément | pytassium, Phosphore, Calcium, Sodium, Magnésium, Fer, Zinc, Cuivre,
et minéraux

Manganese, Séénium.

1-2-1LIPIDESDU MUSCLE

Les lipides du muscle du mulet Mugil cephalus comptent la majorité des acides gras

monoinsaturés et polyinsaturés (Tableau I11), dont les effets bénéfiques pour la santé sont

largement reconnus. Parmi les acides gras polyinsaturés du mulet, on rencontre I’omeéga 3 et

I’oméga 6, qui contribuent ala prévention cardiovasculaire et sont utiles dans le traitement de

pathologies comme |’ asthme, |" arthrite rhnumatoide et |e psoriasis (Calder, 2004).

1-2-2 LIPIDES DES (EUFS (LA BOUTARGUE)

Les ceufs du Mugil cephalus connus sous le nom de boutargue, constituent une denrée

alimentaire d origine marine tres précieuse avec de nombreux avantages dans I’ alimentation

humaine et animale car elles sont tres riches en lipides de qualité supére qui renferment des

acides gras essentiels monoinsaturés, tel que I’ acide pamitoléque et |’ acide oléique et des

acides gras polyinsaturés qui sont indispensables a I’ organisme tel que I'acide linoléque,
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I"acide linoléinique et I’ acide arachidonique (Tableau I11), tous ces acides gras ont des valeurs
biologiques et nutritionnelles trés élevées (Beddih et al., 2004).

Tableau 111 : Pourcentage des différents types d acides gras dans la chaire et les ceufs du
Mugil cephalus (Beddih et al., 2004 ; Margiela, 2012).

Leslipides Chairedu mulet Eufsdu mulet
Lesacides gras saturés 29,44 % 17,9 %
L es acides gras monoinsatur és 28,43 % 39,4 %
18,86 %:
L esacides gras polyinsatur és 10,28% (Omégas3). 28,8%
7,63% (Oméga 6).

2- GENERALITE SUR LES ESPECES REACTIVES DE L’OXYGENE ET
ANTIOXYDANTS

2-1 ESPECESREACTIVESDE L'OXYGENE

Les espéces réactives de I’ oxygene sont facilement inter-convertibles, formant ainsi un
réseau complexe qui exerce une action sur les lipides, les protéines, |’ acide désoxyribonucléque
et les glucides (Reiter et al., 1997 ; Nagendrappa, 2005). Parmi les différents dérivés réactifs

de |’ oxygene dans le milieu vivant les espéces radicalaires.

Les radicaux libres sont des especes chimiques possédant un éectron non apparié (C’ est
a-dire non impliqués dans un doublet ou une liaison covalente) et donc disponibles pour diverses
réactions d’oxydo-réduction (échanges d'électrons), et qui se caractérisent par une grande
réactivité chimique et une courte durée de vie (Y oshikawa et al., 2000). Les radicaux libres les
plus dangereux sont ceux qui sont instables, possédant un temps de demi-vie extrémement court
(10° & 10° S) (Tessier et Marconnet, 1995). L’ensemble des radicaux libres et leurs
précurseurs sont appelés especes réactives de |I'oxygene (ERO) (Figure 3). Il convient de

distinguer celles dites "primaires’, qui jouent un réle particulier en physiologie, et de celles dites
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"secondaires’ qui dérivent des premiéres par réaction avec des composés biochimiques de la
cellule (Yoshikawa et al., 2000).

2.1.1. DERIVESPRIMAIRES DE L'OXYGENE
Les dérivés primaires de I’ oxygene sont des radicaux libres, possédant un éectron libre

non apparié et qui sont extrémement réactifs tels (I'anion superoxyde O,¢’, le radical hydroxyle
OHse et le monoxyde d'azote NOe), et des espéces réactives non radicalaires qui peuvent étre des
précurseurs des radicaux, tel que: I'oxygéne singulet 'O,, le peroxyde d'hydrogéne (H,0,) et le
nitroperoxyde (ONOOH) (Bartosz, 2003; Favier, 2003).

2-1-2 DERIVES SECONDAIRES DE L'OXYGENE

Ce sont des radicaux issus de la réaction des radicaux primaires avec des entités
biochimiques cellulaires (lipides, protéines, glucides...) (Dasmalchi et al., 2007). Parmi ces
radicaux libres secondaire se trouve le radical peroxyle RO,, qui est un radical tres réactif avec la
plupart des molécules, il est impliqué notamment dans la propagation de I’ oxydation des acides

gras polyinsaturés des membranes cellulaires (Eymard, 2003).

Lumire TV oxydases

(xygéne i let L ;
xygéne singule X¥Eéne Superoxyde
Arginine_ L-:_}'L?l:h redox dizsmurases
MNADPH ox

roxyde d hydrogénes
myéloperoxidase

mitochondrie

NOT O, HO(C1
Fei+
Monoxyde d'azove Anion superoxyde
ONOO - | OH"
peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidigque I"ADMN

de kinases

Figure 3: Mécanisme de production des ERO et ERN impliqués en biologie (Favier, 2003).
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2-2 PRINCIPALES SOURCES DESRADICAUX LIBRES
De nombreux systemes enzymatiques et des réactions biochimiques identifiés dans les
cellules sont capables de générer des radicaux libres, dont peuvent étre d’ origines exogenes ou

endogenes et I’ on peut identifier plusieurs sources (Figure 4) (Finke et Holbrook, 2000).

2-2-1 SOURCES EXOGENES
L’ organisme humain est soumis a I’agression de différents agents capables de donner

naissance a des radicaux libres, ils sont surtout d’ origine physique et chimique tels que :

> Lesrayonnements X ou gamma, et les rayons ultraviolets du soleil (315-400 nm) (Favier,
2006 ; Valko et al., 2006). Les ERO peuvent se former a partir de laradiolyse de I’ eau et
apartir des réactions photochimiques (Favier, 2006).

> Des divers métaux toxiques issus de |I’alimentation tels que le cuivre et le fer, peuvent
causer au promouvoir laformation des radicaux libres (Finkel et Holbrook, 2000).

» Certains médicaments comme des antibiotiques anticancéreux tels que I’ anthracyclines,
sont également capables de générer des radicaux libres. (Valko et al., 2006).

2-2-2 SOURCES ENDOGENES

Les ERO et ERN, pourtant réactifs et toxiques, sont produits par divers mécanismes
physiologiques afin de détruire les bactéries et réguler des fonctions cellulaires |étales (Favier,
2003).

» Mitochondrie

La principale source des ERO est la mitochondrie par I'intermédiaire de sa chaine
respiratoire, s accompagne d’'une production non réductible des radicaux libres. Elle produirait
en effet 90% des ERO cellulaires (Hosset, 1990). Les éectrons dérivés du NADH et du FADH
de la chaine respiratoire mitochondriale peuvent directement réagir avec I’ oxygéne ou d’ autres
accepteurs d’électrons pour générer les radicaux libres, donc la respiration cellulaire sera
I’ origine de Iésions mitochondriales due aux radicaux qui limiteraient dans le temps la survie de
lacellule (Cadenas et Davies, 2000).

» Peroxysomes

Les peroxysomes sont une importante source de production d'H,O, cellulaire. Ce dernier
apparait suite a la présence de nombreuses enzymes qui génerent le peroxyde pour étre utilisé
comme substrat par la catalase peroxysomiale afin de réaliser des réactions de peroxydation avec
d’autres substrats (Schisler et Singh, 1989).
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» Réticulum cytoplasmique

Le réticulum cytoplasmique renferme des enzymes qui catalysent des réactions pour
détoxifier les drogues liposolubles et d' autres produits métaboliques toxiques (Schisler et Singh,
1989). La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui oxyde les acides gras
insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsi des radicaux libres (Morel et al., 1999).

De maniére générale, toute réaction biochimique faisant intervenir de I’oxygene
moléculaire est susceptible d’ étre al’ origine d’ une production d ERO.

Figure 4 : Principales sources cellulaires des radicaux libres (Bonnefond-Rousselot et al.,
2003).

RH : acide gras polyinsaturé, ROOH : hydroperoxyde lipidique, SH2 : substrat réducteur, S :
substrat oxydé, SOD : superoxyde dismutase, GSH-Px : glutathion peroxydase, GR : glutathion
réductase, GSH : glutathion réduit, GSSG : glutathion oxydé.
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2-3DOMMAGESCELLULAIRES

La présence d' ERO a des consequences potentiellement graves pour la cellule dont
elles provoquent une peroxydation des lipides, une oxydation des protéines, des mutations de
I'ADN, avec des pertes de fonction et dintégrité (Costa, 2001). La réaction des ERO
avec des lipides est considérée comme |'un des mécanismes les plus répandues des lésions
cellulaires (Halliwell et Gutteridge, 1999).

2-3-1 PEROXYDATION DESLIPIDES

Les facteurs influencent I’oxydation des lipides sont nombreux : composition en
acides gars; nombres et positions des instaurations et la présence des pro-oxydations (les
ions métalligues et les enzymes) (Hsieh et kinsdlla, 1989). Ces différents facteurs favorisent
le développement des réactions de peroxydation qui induisent la dégradation des propriétés
biochimiques, et nutritionnelles de I’aiment (Costa, 2001). Il est largement admis que la
peroxydation des lipides dans les aliments produits, est une réaction en chaine impligquant
trois étapes générales: initiation, propagation et terminaison (Figure 5).

e Amorcage (initiation) : Au coursdelaguelleil y agénération des premiers radicaux
alkyle (R°) apartir des acides gras insaturés (RH) (Villiere et Genot, 2006).

I
RH 10 . R° (1)

L’initiateur (I) favorisé par une éévation de température, peut étre produit par des
radiations ionisantes, des générateurs chimiques, des systémes enzymatiques ou
chimiques produisant des espéces activées de |I’oxygene, ou de traces métalliques
(Favier, 2006 ; Valko et al., 2006).

e Propagation: Au cours de laguelle les radicaux alkyles précédemment formés
réagissent avec |’ oxygene moléculaire pour former des radicaux peroxyle (ROO°) (2).
Ces derniers réagissent aleur tour avec des acides gras et forment des hydroperoxydes
(ROOH) (3). (Villiere et Genot, 2006).

R° + 02 ——  ROO° (réaction rapide) (2).

ROO° + RH =g ROOH + R° (réaction lente) (3).

11
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Les hydroperoxydes (ROOH), sont des molécules instables qui sont des produits
primaires de la réaction, donnant naissance a des produits secondaires sous |’ effet de la
chaleur ou des métaux (Halliwell et Gutteridge, 1999).

e Terminaison : Les radicaux formeés réagissent entre eux pour conduire a un produit

gui n'est pas un radical libre mettant ainsi fin aux cycles réactionnels.
ROO° + ROO° - [ROOOOR] ROOR + O,  (4).
R°+R° e RR (5).

ROO® + R° s ROOR (6).

Lipides insaturés (RH)

| Métaux Amorcage

N
R —.
Produts brimal /‘ 0,
roauits primaires —  ROOH '\ /
' v

hydroperoxydes
\ .' Propagation
.A\ J
/ — ROO?
R'H

) ; Terminaison
Métaux >
Chaleur Especes
non radicalaires

4
Produits secondaires \
volatils et non volatils

Figure 5. Représentation schématique du mécanisme réactionnel de la peroxydation des
lipides (Villiere et Genot, 2006).

2-4 STRESS OXYDANT

Le stress oxydant est défini comme I’'incapacité de I’ organisme a se défendre contre
I” agression des especes réactives d’ oxygene, suite a un déséquilibre lié soit a une production
accrue d'ERO soit a une diminution de la capacité de défense antioxydante (Favier, 2003).

12
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Cette situation peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale (ischémie-
reperfusion, vieillissement), d’une activation de systémes enzymatiques (xanthine oxydase,
NADPH oxydase, glucose oxydase, monoamine-oxydase), d’une libération du fer libre a
partir des protéines chélatrices (ferritine) ou d’ une oxydation de certaines molécules (glucose,
hémoglobine,...). Enfin, une aimentation pauvre en antioxydants contribue également a

I’ apparition de ce phénomene (Pincemail et al., 2002).

2-5 SYSTEME DE DEFENSE CONTRE LE STRESS OXYDANT

L’ organisme a dével oppé des systemes de défense tres efficaces contre la production des
radicaux libres dérivés de I’ oxygeéne. Les molécules produites cette réaction sont désignées
pour le terme d’ antioxydant et désignant toute substance qui présente a faible concentration
par rapport a celle de substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement |’ oxydation de ce
substrat (Halliwell et Gutteridge 1990). La nature des systemes antioxydants différe selon les
tissus et les types cellulaires et selon qu'on se trouve dans le milieu intracellulaire ou
extracellulaire. (Bonnefont-Rousselot et al., 2003). Dans le systeme de défense antioxydant
de notre organisme, on distingue des systémes enzymatiques et des systemes non

enzymatiques.

2-5-1 SYSTEMES DE DEFENSE ENZYMATIQUES
Ces systémes sont composés d' enzymes telles que le superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPX), capables d' éliminer les radicaux libres et

d’ autres especes réactives (Figure 6).
» SUPEROXYDE DISMUTASE (SOD)

Le SOD est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation du superoxyde en oxygene
et peroxyde d’hydrogene. Pour cette raison, cette enzyme représente une partie importante du
systeme de défense contre les radicaux libres (Halliwell et Gutteridge 1999). Cette
métalloprotéine est classée en trois catégories, la SOD cytosolique (Cu- et Zn-dépendante), la
SOD mitochondriale (Mn-dépendante), et la SOD extracellulaire. La structure de SOD est
bien conservée lors de I’ évolution et présente un puits hydrophobe au centre de la proténe
dans lequel se glisse I’anion superoxyde et puis I’élimination de ce dernier (Zelko et al.,
2002).

13
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> CATALASE (CAT)

La catalase est une enzyme tétramérique contenant un groupe heme qui catalyse
la dismutation de peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire selon la réaction

suivante:

2H,0, — 0, +2H,0

L’action de la catalase a été découverte au début du 19°™ siécle par un francais
Thénard, 1818. (Begud et al., 2013). Les 4 sous-unités protéiques de CAT contenant un
groupement héminique avec Fe** 1ié au site actif dont chague molécule a habituellement une
molécule de NADPH, H+ qui lui est liée, la protégeant ainsi d’ une éventuelle inactivation par
le peroxyde d' hydrogéne. La dissociation des sous-unités résulte en une perte de |’ activité de

la catalase (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).
» GLUTATHION SUPEROXYDE (GPX)

La glutathion peroxydase est une enzyme téramérique permettant également la
décomposition du H,O,. Elle agit plus lentement que la catalase mais elle a une meilleure
affinité pour le H,O, que cette derniere. La GPX est donc essentielle a la décomposition du
H,O, produit de maniére continue et a des niveaux physiologiques dans la cellule. Les GPX
sont des enzymes sél énium-dépendantes ou sél énium-indépendantes et sont soit cytosoliques,

comme c'est le cas de la premiere GPX identifiée (Mills, 1957), soit extracellulaires.

Figure 6 : Schéma de défenses antioxydantes enzymatiques.

14
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2-5-2 SYSTEME DE DEFENSE NON ENZYMATIQUE
Les principaux antioxydants non-enzymatiques sont la vitamine E, lavitamine C,

les caroténoides et les oligo-ééments. Ces molécules vont interrompre |a chaine de réaction
radicalaire (Cadenas, 1989).

» VITAMINE E

La vitamine E ou a-tocophérol est le principal antioxydant de la famille des
tocophérols. Le caractéere hydrophobe de la vitamine E lui permet de sinsérer au sein des
acides gras de la membrane cellulaire et des lipoprotéines ou €lle joue un role protecteur en
empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres
(Probiox, 2005).

LOO* + TOH ——> LOOH + TO*

Radical tocophéroxyle

CH3

He CH3  CH3
O
I 0
(CH2)3CH(CH 23CH(CH2)3CH(CH3),

CH3 O CHs

CH3

Tocophérol

Figure 7 : Mécanisme d’action d’un antioxydant donneur d’ hydrogéne comme le tocophérol
(Cillard et Cillard, 2006).

» VITAMINEC

La vitamine C ou acide ascorbique n’est pas synthétisée par |I’organisme. C'est un
excellent piegeur des ERO qui peut protéger divers substrats biologiques (protéines, acides
gras, ADN) de |’ oxydation. Cette molécule contient trois formes moléculaires les plus connus
de Vitamine C sont : I’ acide D-ascorbique, I’ acide L-ascorbique et sa forme oxydée dite acide
déshydroascorbique (DHA) dont ces deux derniéres possédent une activité biologique
(Bourgeois, 2003). La vitamine C a égadement un pouvoir antioxydant indirect en
recyclant les caroténoides et la vitamine E. D’un autre c6té, la vitamine C permet le

recyclage de Fe** en Fe®* favorisant ainsi la réaction de Fenton et donc de maniére indirecte
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une action pro-oxydante. L’acide urique est issu du métabolisme des purines et peut réagir

avec HO® (Ameset al., 1981) et étre régénéré par lavitamine C.
» CAROTENOIDES

Les caroténoides sont des molécules dont la structure chimique est constituée de 40
carbones qui agissent en tant qu’ antioxydant en bloquant les radicaux libres (Collins, 2001).
Leur potentiel antioxydant pour lutter contre la peroxydation lipidique a été démontré tres tot
(Monaghan et Schmitt, 1932) et ils sont capables de réagir avec les radicaux libres de trois
maniéres: par le transfert d éectron, d hydrogene ou par la liaison avec le radical. Ils
sont également capables de régénérer la vitamine E et sont eux-mémes régénérés par la
vitamine C (Hermes-Lima, 2005).

» OLIGO-ELEMENTS

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont
des métaux essentiels dans la défense contre les radicaux libres dont ces oligo-éléments
interviennent comme cofacteurs d enzymes indispensables dans la lutte contre les radicaux
libres (Tableau IV) (Médale, 2008). Les organismes aquatiques puisent ces oligo-ééments a
lafois dans leur nourriture et dans I’ eau, telque les poissons qui sont une source majeure des

minéraux environ 65% stocké chez les vertébres (L all, 1995).

Tableau 1V : Les cofacteurs minéraux des principales enzymes antioxydantes (Halliwell et
Gutteridge, 2007).

Cofacteur Enzyme antioxydante
Sélénium Glutathion peroxydase
Cuivre et Zinc Superoxyde dismutase Cu-Zn-SOD cytosolique
Manganese Superoxyde dismutase Mn-SOD mitochondriale
Fer Catalase
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1- PRESENTATION DE LA ZONE D’ETUDE

La facade maritime de la wilaya de Bejaia recouvre environ 100 Km de cotes,
alternant criques rocheuses et plages de sable fin d’ est vers |’ ouest. Larégion ¢ est un plateau
continental peu étendu, avec une largeur moyenne de 1,5 Km (Leclaire, 1972). La zone

d’étude qui est le golf de Bejaia se localise entre El Aouana a I’Est et par le Cap Bouake a
I’ Ouest.

Figure 8 : carte géographique du golf de B§aia (Cadastre Béjaia).
2- MATERIEL BIOLOGIQUE
L es poissons étudiés ont été péchés et récupérés au niveau de port de péche de Bgjaiaa

la fin du mois doctobre en 2015. Six individus d'une méme espece avec des tailles
différentes ont été utilisés.
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Figure 9: Photographies originales prisent au niveau du laboratoire pour les individus du
mulet Mugil cephalus. A : trois individus du mulet aux différentes tailles; B : femelle aux

ovaires a maturité trés avancée.

3- PREPARATION DESECHANTILLONS

Les individus étudiés ont été dissequés, afin de récupérer le muscle, les gonades et les
ceufs. Ces derniers ont été coupés en petit morceau et mis dans des boites de pétries

recouvertes d' un papier cellophane troué pour |’ aération.

Figure 10 : Photographies originales prisent au niveau du laboratoire illustrent la dissection

du poisson.

Les ceufs utilisés dans cette éude ont été récupérés dans des gonades mares extraites a
partir de la femelle du Mugil cephalus recueillies en période de ponte (de mois d’ octobre au
mois de février), et les gonades immatures ont été dilacérées directement (Figure 11).
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Figure 11: Photographies originales prisent au niveau du laboratoire pour les gonades de
Mugil cephalus. A : gonades méles; B : gonades femelles immature, C : gonades femelles

mares.

Les différentes dilacérations des trois organes du Mugil cephalus, ont é&é congelées
pendant 48 heures (Figure 12, B), avant d’ étre lyophilisées entre 32 et 40 heures. Pour garder
les échantillons bien séchés et éviter leur humidification, les échantillons lyophilisés ont été

placés dans un dessiccateur (Figure 12, C).

Figure 12 : Photographiesillustrent la préparation de la matiere seche.

A : échantillon prét pour la congélation ; B : des échantillons congelés ; C : des échantillons

séchés.

Les échantillons lyophilisés et bien séchées, ont été broyés puis tamisés al’aide d' un
tamiseur de 500 um, pour avoir une poudre bien homogene. La poudre obtenue pour chague
organe a été conservée a 4°C dans des sachets de congélation bien fermée (Figure 13).
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Figure 13: Photographiesillustrent les étapes de broyage et tamisage.

A : broyage des échantillons séchés; B : tamisage de la poudre non homogene ; C : poudre

fine homogene préte pour I’ extraction.

4- EXTRACTION DESLIPIDES

L’ extraction des lipides a partir de différents organes (muscles, ceufs et gonades) du
poisson mulet a été faite en utilisant comme solvants d’ extraction le chloroforme et I’ hexane,

par macération ou en utilisant le Soxhlet.

4-1 EXTRACTION PAR MACERATION

Une quantité de 5 g de I’ échantillon du Mugil cephalus a été mélangée avec 150
ml de solvant d’ extraction (chloroforme ou hexane). Aprées 24 heures de macération, le
mélange obtenu a été filtré et 1a solution contenue les lipides du muscle, des gonades

ou des ceufs a été évaporé, afin d’ éliminer le solvant utilisé.

4-2 EXTRACTION PAR SOXHLET

L’ extraction par Soxhlet a été réalisée a une température de 40°C. Une quantité de 5 g
de I’ échantillon du Mugil cephalus a été mise dans des cartouches a cellulose placées dans un
tube siphon et d'un tube d'adduction. Le corps de I'extracteur est placé sur un ballon
contenant le solvant d’extraction chloroforme et hexane. Quand les ballons chauffent, les
vapeurs de solvants passent par le tube adducteur, se condensent dans le réfrigérant et
retombent dans le corps de |’adducteur, faisant ains macérer les résidus dans le solvant
jusqu’ a atteindre le sommet du tube siphon, qui provoque aors le retour du liquide dans les
ballons, accompagné des substances extraites. Apres 8 heures d’extraction, les solutions

récupérées ont été evaporees.
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Figure 14 : Photographie du Soxhlet au cours de |’ extraction.

Apres I'évaporation des solvants, les extraits obtenus constitués de lipides ont été
récupérés par le DMSO (Diméthylsulfoxyde) et conservés a 4°C pour utilisation ultérieure.
Un total de 10 extraits a été obtenu (Tableau V).

Tableau V : Les différents extraits lipidiques du Mugil cephalus obtenus par macération et

Soxhlet en utilisant le chloroforme et I hexane comme solvant d’ extraction.

Organes M éthodes L es solvants
Macération Chloroforme

Muscle Chll_| ex?ne
Soxhlet oroforme

Hexane
M acération Chloroforme

Eufs Hexane
Soxhlet Chloroforme

Hexane
Macération Chloroforme

Gonades

Soxhl et Chloroforme
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5- DETERMINATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

L’ activité antioxydante des extraits lipidiques du poisson mulet (Mugil cephalus) a été

déterminée en utilisant cinq tests différents a savoir :

5-1 ACTIVITE SCAVENGER DU RADICAL DPPH

> Principe

Pour étudier I’ activité antiradicalaire des différents extraits lipidiques du poisson mulet
(Mugil cephalus), nous avons opté pour la méthode qui utilise le DPPH (2,2 diphénylpicryl-
hydrazyl) comme un radical libre relativement stable. Dans ce test les antioxydants réduisent
le DPPH (2,2 diphenyl-1- picrylhydrazyl) de coloration violette (forme oxydée) pour le
transformer en DPPH 2,2 Diphenyl-1- picryl hydrazine) de coloration jaune-verte dont
I'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants

présents dans le milieu a donner des protons.
> Mode opératoire

L’ effet scavenger du DPPH est déterminé par la méthode de Kroyer et Hegedus,
2001. 300ul d’extrait sont ajoutés a 2700ul de DPPH (60uM). L’absorbance a été lue a 517
nm apres 2 heures d’incubation a I’ obscurité. Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH®

est exprimé par laformule suivante :
% = [(A tamoin- A &hantition)/A témoin] X 100
A temoin : Absorbance du témoin (300ul méthanol+ 2700ul DPPH).

A &chantillon : Absorbance de 1’extrait (300ul extrait+2700ul DPPH).

5-2 POUVOIR REDUCTEUR DU FER
> Principe

Ce test est considéeré comme un test direct et rapide pour la mesure du pouvoir
réducteur des antioxydants, dans un milieu neutre. L’analyse du pouvoir réducteur, d’un
antioxydant, est basée sur la réduction du complexe fer ferrique (Fe**), en fer ferreux (Fe*),

en présence des antioxydants réducteurs.
> Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode de Arabshahi-Delouee et Urooj,
2007. 1ml d'extrait est additionné a 2,5ml de tampon phosphate (0,2M, 6,6) et 2,5ml de
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ferricyanure de potassium (1%). Aprés incubation a 50°C pendant 20min, 2,5ml d’ acide
trichloracétique (10%) sont gjoutés au mélange. Aprés centrifugation a 3000g pendant 10 min,
2,5ml du surnageant sont mélangés avec 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml du chlorure ferrique

(0,1%). L’ absorbance est mesurée a 700nm.

5-3 TEST DE BLANCHISSEMENT DU B-CAROTENE COUPLE A L’AUTO-
OXYDATION DE L’ACIDE LINOLEIQUE

> Principe

Le B-caroténe est physiologiquement un compos¢ important reconnu par sa forte
activité biologique. Dans I’industrie agro-alimentaire, il est utilisé dans les boissons comme
un agent de coloration et sa décoloration indique la réduction de la qualité de ces produits
(Bougatef et al., 2009). Le test de blanchissement de 3-caroténe couplé a I’auto-oxydation de
I’acide linoléique est une méthode rapide basée principalement sur le principe que I'acide
linoléique, qui est un acide gras insaturé, soxyde par les ERO produits par I'eau oxygénée
(Nur alam et al., 2013). Dans ce test I’ activité antiradicalaire des extraits est déterminée en
mesurant I’inhibition de la dégradation oxydative du p-caroténe (disparition de sa couleur) par

les produits d’ oxydation de |’ acide linoléique (K ouamé et al., 2009).
> Mode opératoire

Le test de blanchissement du - caroténe est estimé par la méthode de Sun et Ho,
2005. Une quantité de 2 mg du B-caroténe est dissous dans 10 ml de chloroforme. 1 ml de
cette solution est prelevé dans une fiole contenant préalablement 200 mg de Tween 20 et 20pl
d’acide linoléique. Cette solution est évaporée au rotavapor jusqu’ adisparition de I’ odeur du
chloroforme. Puis, un volume de 100 ml del’eau oxygénée diluée est gjouté danslafioleet le
mélange résultant est agité vigoureusement. Dans des tubes a essai, 4 ml de I’émulsion du (-
caroténe/acide linoléique est additionnée a 200ul d extrait. Apres incubation dans un bain
marie a 50°C pendant 120 min, |’absorbance des extraits est mesurée a 470 nm. L'activité
antioxydante des extraits est exprimée en pourcentage d’inhibition de blanchissement du (-

caroténe en employant laformule suivante :

% = [(Aa@z0) — Ccz0)/ (Ce— Cezn)]*100
An120) - Représente | absorbance en présence de I’ extrait at =120 mn.
Ccazo) : Représente I" absorbance du contréle at = 120 mn.

Cc(o) : Représente |" absorbance du contréleat = 0 mn.
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5-4 ACTIVITE SCAVENGER DU RADICAL HYDROXYLE
> Principe

Le radical hydroxyle (OH®) est un radical libre extrémement réactif formé dans les
systemes biologiques a partir d’ anion superoxyde et le peroxyde d’ hydrogéne en présence des
ions métalliques comme le fer et le cuivre suivant la réaction de HABER WEISS (Castro et
Freeman, 2001). Ce radical possede un électron libre avec un potentiel de réduction éleveé lui
permet de réagir avec les lipides, les protéines les polypeptides et I'ADN (Siddhuraju et
Becker, 2007).

> Mode opératoire

La méthode de désoxyribose adoptée dans cette étude est celle de Halliwell et al,.
1987. Le méange réactionnel contient les réactifs suivants : 0,4 ml de la solution tampon
phosphate (50 mmol/L, pH = 7,4), 0,1 ml de I’extrait, 0,1 ml de 'EDTA (1,04 mmol/L), 0,1
ml de chlorure ferrique (1 mmol/L) et 0,1 ml de 2-désoxyribose (60 mmol/L). La réaction est
commenceée par |I’addition de 0,1 ml de I’ acide ascorbique (2 mmol/l) et 0,1 ml de peroxyde
d hydrogene (10 mmol/L). Aprées incubation a 37°C pendant 1 heure, 1 ml de I'acide
thiobarbutirique (10 g/L) est gouté dans le milieu réactionnel suivi, par 1 ml de I'acide
chlorhydrique (25%). Les mélanges sont placés au bain marie a 100°C pendant 15 min.
L’ absorbance des solutions est mesurée a 532. La capacité du piégeage du radical hydroxyle
est évaluée en pourcentage d'inhibition de I’oxydation de 2-désoxyribose par les radicaux
hydroxyles. Le pourcentage du piégeage est calculé en basant sur laformule suivante:

(% ) = [Ao— (A]_—Az)] /A¢* 100

Ao: Représente I’ absorbance du contréle sans extrait.
A1 Représente |’ absorbance aprés |’ addition de I’ extrait et de désoxyribose.
A»: Représente I’ absorbance de I’ extrait sans désoxyribose.
5-5EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE TOTALE
> Principe

Le test du pouvoir réducteur du Molybdate est un essai direct qu'on emploi
principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques. Cette

technique est basée sur la réduction d’ions molybdate MoO4*> en molybdéne MoO," en
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présence de |’ extrait pour former un complexe vert de phosphate/ molybdéne MoO," dans un

milieu acide.
> Mode opératoire

La capacité antioxydante totale des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne de Prieto et al., 1999. Un volume de 0,4 ml de chaque extrait est mélangé
avec 4 ml de solution du réactif (0,6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4
mM molybdate d’ammonium). Les tubes sont incubés a 95°C pendant 90 min. Apres

refroidissement, I’ absorbance des solutions est mesurée a 695nm.

6- ETUDE STATISTIQUE

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais. L’analyse statistique des
résultats est effectuée avec I'application ANOVA MANOVA (STATISTICA 55) e la
comparaison des résultats est prise ala probabilité P<0,05. Toutes les données représentent la
moyenne de trois essais + écart type. La corréation entre les différents parameétres est définie

par le coefficient de corrélation de Pearson (r).
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CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

1- TAUX D'EXTRACTION DESLIPIDES DU POISSON MUGIL CEPHALUS

La présente étude a été consacrée a la détermination de la teneur en lipides des
différents organes (muscle, gonades et ceufs) du poisson Mugil cephalus, extraits par
macération et Soxhlet, en utilisant comme solvants d’ extraction e chloroforme et I’ hexane.

La procédure de sechage, la granulométrie des particules, la température d’ extraction,
le temps de macération, le volume ainsi que la nature du solvant, constituent les parametres

susceptibles d’influencer le taux d’ extraction et d'affecter ainsi les activités antioxydantes.

Une bonne méthode d'extraction doit permettre I'extraction compléte des composés
dintérét, en leur évitant toute modification chimique. Cependant, le rendement d'extraction
des matiéres vegétales dépend fortement de la nature du solvant d'extraction, en raison de la

présence de différents composés bioactifs de différentes caractéristiques.

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en lipides obtenues sont affectées par le

solvant utilisé et la méthode appliquée pour I’ extraction (Figure 15).

Les taux d extraction des lipides des trois organes (muscle, ceufs et gonades) du Mugil
cephalus, ont été compris entre 16 et 34%. Ces résultats montrent que notre poisson est un

ppoisson gras.

L’ analyse des résultats de la présente étude a révélé que les ceufs du Mugil cephalus
ont présenté le plus grand rendement en lipides avec un pourcentage de 34 %, obtenu en
appliquant la méthode de Soxhlet et en utilisant le chloroforme pour I’ extraction. Tandis que
I’ extraction par macération, en utilisant le méme solvant, a permis de donner un rendement en
lipides de 30% dans les ceufs. Le taux d’extraction des lipides des ceufs (26%) obtenu avec
I”hexane est plus important en appliquant la méthode de macération que celui obtenu avec la
méthode de soxhlet dont le pourcentage est de 20%. Les teneurs en lipides des ceufs du Mugil
cephalus sont plus élevées que celles de la truite et le saumon qui représentent des
pourcentages de 9,6 et 10,5%, respectivement (Kassem Al-sayed, 2007).

L’ extraction des lipides a partir des gonades a été réalisee en utilisant que le
chloroforme comme solvant d’ extraction. Le rendement obtenu par le soxhlet (30%), est plus

élevé que celui obtenu par macération (16,3%). Dans cette éude on a constaté que la

meilleure méthode pour extraire les lipides dans |es gonades des poissons est |e soxhlet.
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Les teneurs en lipides des gonades constatées dans la présente étude sont proches de celles
rapportées par Beddih et al., 2004, dont les boutargues du Mugil cephalus contiennent
31,68% de lipides totaux.

L'analyse de ces résultats a montré que les plus faibles teneurs en lipides ont été
révélées dans le muscle. L’ extraction par le chloroforme a permis de donner un pourcentage
de 16,8% pour les deux méthodes suivies pour |'extraction. Tandis que |I’extraction par
I hexane a montré un taux d’ extraction plus important en appliquant la méthode Soxhlet qu’ en
suivant la méthode de macération.

Lafaible teneur en lipides des muscles par rapport aux deux autres organes ( gonades
et ceufs), constatée dans le présent travail, pourrait ére expliquer par le fait que durant la
période de la maturation des gonades, les réserves énergétiques stockées dans le muscle sous
forme de lipides sont fortement mobilisées et transférées vers les gonades (M édale, 2010), ce
qui a été confirmé par les rendements él evés des extraits lipidiques des gonades et des ceufs.
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Figure 15: Effet du solvant et de la méthode d' extraction sur le rendement des lipides des
organes (muscle, ceufs et gonades) du poisson Mugil cephalus.
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2- ACTIVITE ANTIOXYDANTS

Afin d éudier I'activité antioxydante des différents extraits lipidiqgues du Mugil
cephalus, cing méthodes ont été employées : activité scavenger du radical DPPH, pouvoir
réducteur du fer, activité inhibitrice de blanchissement du B-caroténe et 1’activité

scavenger du radical hydroxyle et activité antioxydante totale.

2-1 ACTIVITE SCAVENGER DU RADICAL DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre largement utilisé pour
évaluer |’ activité antioxydante. La méthode est basée sur la capacité des antioxydants a agir
en tant que piégeurs de radica en réduisant le DPPH par un transfert d hydrogene
(Milardovic et al., 2006). Le DPPH est initiadlement violé, se décolore lorsque I’ électron
célibataire s apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger

ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques.

L’ analyse statistique des résultats trouvés arévél e que les pourcentages d’inhibition du
radica DPPH, présentent des différences significatives (p< 0,05) selon le solvant utilisg, la

technique suivie pour I’ extraction et selon I’ organe étudié.

Les résultats obtenus de cette activité sont regroupés dans la figure 16. Les vaeurs
obtenus montent que tous les extraits lipidiques des organes du poisson étudiés (muscle, ceufs

et gonades) sont capables de piéger le radical DPPH.

Les plus importantes activités antiradicalaires ont été constatées avec les extraits
lipidiques du muscle préparés par le chloroforme et I hexane et en appliquant la technique du
Soxhlet pour I'extraction, avec des pourcentages d'inhibition de 66,56 et 59,80%,
respectivement. Alors que les activités antiradicalaires vis-a-vis de DPPH les plus faibles ont
été montrées par les extraits lipidiques des ceufs, obtenus par le chloroforme et " hexane et en
utilisant la méthode Soxhlet pour I’ extraction, avec des pourcentages d’inhibition de 31,27 et

34,41%, respectivement.

Pour les deux méthodes d’ extraction testées (macération et Soxhlet) et en utilisant le
chloroforme, |’ étude statistique a montré que les extraits lipidiques des gonades du poisson
ont présenté des activités antiradicalaires plus importantes que celles présentées par les

extraits lipidiques des ceufs.
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Figure 16 : Effet du solvant et de la méthode d’ extraction sur I’ activité scavenger du radical

DPPH des lipides des organes (muscle, ceufs et gonades) du poisson Mugil cephalus.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

La vitamine E se trouve dans le corps de plusieurs especes du poisson, stocké
généralement dans le tissu musculaire (Medale et al., 2008). La chair du poisson présente
une importante activité antioxydante grace a sa forte concentration en molécules

antioxydantes tel que la vitamine E (a-tocophérol) (Probiox, 2005).

Selon Sau et al., 2004 | activité antiradicalaire vis a vis du DPPH constatée durant
cette étude, pourrait étre expliqué par la présence de vitamine E, qui réduit le taux
d’ oxydation lipidique chez les poissons et joue un réle important dans le piégeage des
radicaux libres par le role synergique de cette vitamine E avec de I’ acide ascorbique dont cette
interaction a été examinée chez certaines especes de poissons, telles que la truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss), le saumon atlantique (Salmosalar) et |’ esturgeon des lacs (Acipenser
fulvescens). En outre cette activité antioxydant pourrait étre liee ala nature et ala qualité des
acides gras (nombre et position des insaturations), des extraits lipidiques issus des différents
organes du mulet (Hsieh et kinsella, 1989).
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Les caroténoides des poissons, tel quela vitamine A qui donnent ala chair sa couleur
caractéristique rose-orangée (Medale et al., 2008). Ces composes sont connus par leur forte

activité antioxydante.

2-2 POUVOIR REDUCTEUR DU FER

Le pouvoir réducteur est la capacité qu’a un extrait a donner un électron et aréduire le
fer. De nombreux auteurs considerent la capacité réductrice d’'un composé comme un
indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (Tepe et al., 2005). Le pouvoir réducteur
est confirmé par le changement de couleur jaune de la solution d'essai de la couleur vert ala

couleur bleu.

Les pouvoirs réducteurs des extraits lipidiques de Mugil cephalus obtenus présentent
des différences significatives (p< 0,05) selon le solvant, la méthode d’ extraction et I’ organe
étudié (Figure 17).

L’analyse des résultats de |'activité réductrice du fer des extraits lipidiques des
différents organes du poisson étudié, montre que I’extrait du muscle obtenu en utilisant
I’hexane et le Soxhlet pour |’ extraction, a présenté le pouvoir réducteur du fer le plus fort,
avec une absorbance moyenne de 0,5, suivi par |’ extrait lipidigue du méme organe préparé par
le méme solvant mais en appliquant la méthode de macération, avec une absorbance moyenne
de 0,43. La méme absorbance (0,43) a été trouve avec I’ extrait des gonades obtenu avec la

méthode soxhlet en utilisant e chloroforme comme solvant d’ extraction.

Les pouvoirs réducteurs les plus faibles ont été présentés par les extraits des ceufs
obtenus suite a une extraction par I’hexane en utilisant le Soxhlet et le chloroforme en
utilisant la macération, un avec absorbance moyenne de 0,14 et 0,15, respectivement, suivi de
I’ extrait chloroformique du muscle obtenu par Soxhlet et macération, avec des absorbances de
0,21 et 0,23, respectivement.

L’ analyse des résultats de la présente étude a révélé que le pouvoir inhibiteur exercé
par I'extrait lipidique du muscle est plus élevé que celui exercé par les autres organes
(gonades et ceufs). Ces résultats pourraient s expliquer par le fait que les lipides du muscle

sont doués d’ un potentiel réducteur plus fort que celui des lipides des gonades et des ceufs.

Les différences significatives constatées entre les activités réductrices des différents
organes du Mugil cephalus, pourraient étre dues a la composition biochimique des lipides

ains qu'alanature et la structure des acides gras de chaque organe.
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L’ analyse statistique a montré que le pouvoir réducteur des extraits lipidiques du

Mugil cephalus obtenus avec |I’hexane est plus important que celui obtenu en utilisant le

chloroforme comme solvant d’ extraction.

Chloroforme Hexane (Muscle) Chloroforme Hexane (Oeufs) Chloroforme
(Muscle) (Oeufs) (Gonades)

Figure 17: Effet du solvant et de la méthode d’ extraction sur le pouvoir réducteur des lipides

des organes (muscle, ceufs et gonades) du poisson Mugil cephalus.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

2-3 ACTIVITE INHIBITRICE DE BLANCHISSEMENT DU B-CAROTENE

Pour le systéme B-caroténe le modele des radicaux libres découle de 1'oxydation de
l'acide linoléique par l'attaque des molécules du B-caroténe hautement insaturés, provoque la
diminution de I'absorbance a 470 nm. La présence des antioxydants réduit I’ampleur de la
destruction du B-caroténe en neutralisant les radicaux libres dérivés de 1’acide et permet donc

de prévenir 1’oxydation et le blanchissement du B-caroténe (Nur alam et al., 2013).

Les résultats de cette étude ont montré que tous les extraits lipidiques du muscle, ceufs,
et des gonades du Mugil cephalus, ont inhibé le blanchissement du B-caroténe par le piégeage

des radicaux peroxydes générés (Figure 18).
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En appliquant la technique de macération, l'activité inhibitrice de blanchiment du j-
caroténe la plus élevée a été exercée par |'extrait chloroformique des gonades avec un
pourcentage de 39,85%, suivi par les extraits lipidiques des ceufs et du muscle préparés par
I” hexane, dont les pourcentages d’inhibition sont 31,53 et 30,62%, respectivement. Tandis que
les plus faibles activités inhibitrices de 1’oxydation du B-caroténe, ont été représentées par
I’ extrait chloroformique du muscle obtenu par maceération et I’ extrait chloroformique des ceufs
obtenu en utilisant la méthode de Soxhlet, dont les pourcentages d'inhibition sont 5,08 et
6,55%, respectivement.

L’ analyse statistique a montré que les meilleures activités inhibitrices de |’ oxydation
ont été constatées avec les extraits obtenus par macération comme méthode d’ extraction a

partir des gonades du poisson Mugil cephalus.

A ctivité inhih

(Muscle) (Oeufs) (Gonades)

Figure 18: Effet du solvant et de la méthode d extraction sur I'activité inhibitrice de
blanchissement du B-caroténe des lipides des organes (muscle, ceufs et gonades) du poisson

Mugil cephalus.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

L’activit¢ inhibitrice de blanchissement du [B-caroténe exercée par les différents
extraits lipidiques du Mugil cephalus, pourrait étre liée ala qualité et ala nature des composes

biochimiques des lipides contenus dans chaque extrait lipidique issus des trois organes
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(muscle, ceufs et gonades) du poisson Mugil cephalus, qui peuvent modérés la dégradation du
B-caroténe causée par des réactions radicalaires. Cependant, des études récentes ont mis en
évidence que la polarité et |I'hydrophobicité des agents antioxydants sont des facteurs
importants dans les systémes de biomembranes (Terpinc et al., 2009). C'est la raison par
laquelle beaucoup de chercheurs de I’ activité antioxydante choisissent le test d'inhibition de
I’oxydation de 1’acide linoléique couplé a celle du B-caroténe comme modéele mimétique de la
peroxydation des lipides dans les membranes biologiques (Ferreria et al., 2006 ). En effet,
toute substance chimique qui retarde ou inhibe le blanchissement du B-caroténe peut étre

consi dérée comme antioxydant.

Dans le systéme PB-caroténe/acide linoléique un autre paramétre semble intervenir; la
polarité de I'extrait, Franke et Meyer, 2000. ont proposé gue les antioxydants apolaires
exposent des propriétés antioxydantes plus importantes tel que les acides gras car ils sont
concentrés au sein de l'interface lipide-eau, permettant ains de prévenir la formation des
radicaux lipidiques et I’oxydation du B-caroténe. Alors que les antioxydants polaires restent

dilués dans la phase aqueuse et sont ainsi moins efficaces dans la protection des lipides.

2-4 ACTIVITE SCAVENGER DU RADICAL HYDROXYLE

Le radica libre hydroxyle OH® est un composé trés réactif. Il réagit avec de
nombreuses especes moléculaires qui se trouvent dans son voisinage tel que les lipides,
entrainant ains de multiples dommages, il apparait comme |’espéce réactive ayant une
responsabilité majeur dans la cytotoxicité par les radicaux libres (Guetteridge, 1993). Le test
de I’ activité scavenger du radical hydroxyle OH® est I'un des tests les plus communs pour
évaluer la capacité du piégeage de ce dernier par les extraits, qui est basée principal ement sur
la dégradation du H,O, en présence de métaux de transition sous leur forme réduite.

Les résultats obtenus a partir de ce test ont été regroupés dans la figure 19. L’ analyse
statistique de ces données, a révélé que tous les extraits lipidiques du poisson étudi€, ont
exercé un fort pouvoir inhibiteur du radicale OH®, avec des pourcentages d'inhibitions
compris entre 48 et 98%. Ces pourcentages présentent des différences significatives selon le

solvant, |la méthode d’ extraction et I’ organe testé.

L’importante activité scavenger du radical hydroxyle constatée dans le présent travail,
pourrait résulter de la présence des molécules a activité antiradicalaire vis-avis de radical
hydroxyle dans les extraits lipidiques des muscle, gonades et des ceuf de Mugil cephalus tel

gue les vitamines, qui jouent un réle important dans la protection des organismes vivants
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contre la peroxydation lipidique, et les oligo-éléments tel que le sélénium qui est un agent
antioxydant protégeant les cellules contre les dommages oxydatifs, ces molécules se trouvent

a des quantités plus importantes dans le tissu musculaire du poisson (Medale et al., 2008).

Les extraits du muscle obtenus par macération et ceux des ceufs obtenus par Soxhlet,
en utilisant le méme solvant d extraction qui est I’hexane, ont donné le pourcentage de
piégeage de radical hydroxyde le plus élevé avec des valeurs de 92 et 98%, respectivement.
Les extraits chloroformiques des gonades obtenus par le Soxhlet et par macération, ont

montré aussi une forte activité avec un pourcentage de piégeage de 90,58 et 85%,

respectivement.

Activité scavenger du

0 | |
Chloroforme  Hexane (Muscle) Chloroforme Hexane (Oeufs ) Chloroforme
(Muscle) (Oeufs) (Gonades)

Figure 19 : Effet du solvant et de la méthode d’ extraction sur |’ activité scavenger du radical

hydroxyle des lipides des organes (muscle, ceufs et gonades) du poisson Mugil cephalus.
Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Le pourcentage de piégeage le plus faible a été détecté avec I’ extrait lipidique des
ceufs obtenu par macération en utilisant |’ hexane, avec un pourcentage de 48%, suivi par les
extrait lipidique du muscle obtenu en utilisant le chloroforme et le Soxhlet pour I’ extraction
avec un pourcentage de 57,5%, et par I’ extrait des ceufs préparé dans les mémes conditions
d extraction, dont le pourcentage du piégeage est de 57%.
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L’ analyse globale des résultats de cette activité a montré que les extraits lipidiques

des gonades présentent la plus grande capacité a piéger le radical hydroxyle.

2-5ACTIVITE ANTIOXYDANTE TOTALE

Ce test est considéré comme un test direct utilisé pour mesurer le pouvoir des
antioxydants non enzymatiques, basé sur la capacité qu’a un extrait a donner un électron et a
réduire I’ions molybdate MoO,* en molybdéne MoO,*. De nombreux auteurs considérent la
capacité réductrice d'un composé comme un indicateur significatif de son pouvoir
antioxydant (Tepe et al., 2005).

L’ analyse statistique des résultats de |’ activité antioxydante totale du Mugil cephalus a
montré que les extraits lipidiques éudiés ont présentés des différences significatives entre
leurs activités réductrices du molybdates selon le solvant utilisé et la méthode suivie pour

I’ extraction et I’ organe sélectionné pour extraire les lipides (Figure 20).

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits des trois organes du Mugil
cephalus (muscle, ceufs et gonades) ont exercé un pouvoir réducteur des ions molybdates, ceci
pourrait s expliquer par la présence de molécules présentant un potentiel réducteur dans le

poisson Mugil cephalus.

L’ étude statistigue a montré que les extraits lipidiqgues du muscle préparés par la
méthode soxhlet en utilisant les deux solvants d’ extraction hexane et chloroforme, ont exercé
I’ activité réductrice du molybdate la plus élevée avec une absorbance moyenne de 1,00 et
0,92, respectivement. Suivi par les extraits chloroformiques des gonades obtenus en utilisant
les deux méthodes d’ extraction, le soxhlet et la macération, avec des absorbances moyennes

de 0,77 et 0,67, respectivement.

Dans ce test tous les extraits des ceufs ont montré une activité réductrice moins
importante que celle exercée par les extraits du muscle et des gonades avec des absorbances
moyennes allant de 0,12 a 0,30. Ces résultats peuvent étre expligqués par I'existence des
molécules lipidiques ayant un potentiel réducteur plus fort dans les extraits lipidiques du

muscle et des gonades du Mugil cephalus que celles des ceufs.

La variation entre les activités antioxydantes totales des extraits lipidiques étudiés est
en fonction de la nature et de la qualité des composants biochimiques des lipides (nombre et
position des insaturations des acides gras) présents dans chague extrait (Hsieh et kinsella,
1989).
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CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

L’ analyse globale des résultats de |’ activité antioxydante a montré que tous les extraits
lipidiques du Mugil cephalus, ont exercé une activité réductrice vis avis desions du fer et du
molybdate et une activité antiradicalaire contre le radical synthétique DPPH, le radical
hydroxyle et le radical peroxyde généré par I’ oxydation de I’ acide linolé que.

Les résultats de la présente étude ont révélé que les teneurs en lipides et les différentes

activités réductrices et antiradicalaires du poisson testé, présentent des différences

significatives selon le solvant €l laméthode d’ extraction et I’ organe testé.

Abso

dante totd

(Gonades)

(Muscle) (Oeufs)

Figure 20 : Effet du solvant et de la méthode d’ extraction sur |’ activité antioxydante totale
des lipides des organes (muscle, ceufs et gonades) du poisson Mugil cephalus.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.



Conclusion et
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CONCLUSION

CONCLUSION

Notre éude a été consacrée a la détermination de la teneur en lipides aprés leur
extraction a partir de différents organes (muscle, ceufs et gonades) du Mugil cephalus, en
utilisant comme solvants d’extraction le chloroforme et |'hexane, par macération ou en
utilisant le Soxhlet. Ainsi qu’'a I'évaluation des activités antioxydantes de tous les extraits

lipidigques obtenus, en appliquant plusieurs méthodes.

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en lipides obtenues sont affectés par le
solvant utilisé et la méthode appliquée pour I’ extraction. L’anayse de ces résultats a révélé
gue les ceufs du Mugil cephalus, obtenu en appliquant la méthode de Soxhlet et en utilisant le
chloroforme pour I’ extraction, ont présenté le rendement en lipides le plus élevé avec un taux
de 34 %. Alors que le rendement le plus faible (16%) a été obtenu avec |’ extrait lipidique du

muscle obtenu par macération en utilisant I’ hexane comme solvant d’ extraction.

Les résultats de la présente éude ont montré que I’ activité antioxydante de tous les
extraits lipidiques du Mugil cephalus, ont exercé une activité réductrice vis a vis des ions du
fer et du molybdate et une activité antiradicalaire contre le radica synthétique DPPH, le
radical hydroxyle et le radical peroxyde généré par |’ oxydation de |’ acide linoléique.

L’ étude statistique de I’ activité antioxydante des extraits lipidiques du Mugil cephalus,
arévéé que les différentes activités réductrices et antiradicalaires du poisson testé, présentent
des différences significatives selon le solvant et la méthode d’ extraction utilisée et I’ organe

7z

teste.

L’ analyse des résultats de ce travail arévélé que la plus forte capacité de piégeage du
radical DPPH (66,56%) a été présentée par |’ extrait lipidique du muscle préparé par soxhlet

en utilisant le chloroforme pour I’ extraction.

L’ éude de I’ activité réductrice du Mugil cephalus a montré que I’ extrait lipidique du
muscle, obtenu par I” hexane en appliquant |a technique Soxhlet pour I’ extraction, a exerce le
plus important pouvoir réducteur du fer et du molybdate, avec des absorbances moyennes de
0,5 et 1,0, respectivement.

La déermination de I'activité antioxydante du poisson étudié par le test de
blanchissement du B-caroténe couplé a I'auto-oxydation de 1'acide linoléique, a montré que le

meilleur pourcentage d’inhibition de la dégradation oxydatif du B-caroténe a été exercé par
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I’extrait lipidique des gonades, préparé par macération en utilisant le chloroforme, avec un

pourcentage d’ inhibition de 39,85%.

L’ évaluation de |’ activité antiradicalaire vis-a-vis du radical hydroxyle a permis de
révélé que I'extrait lipidique des ceufs obtenus par soxhlet en utilisant I’hexane comme

solvant d’ extraction, avec un pourcentage d' inhibition de 98,16%.

L’ analyse global des résultats de la présente étude a montré que la méthode la plus
adéguate pour |’ extraction des lipides du poisson étudié est le souvent le Soxhlet, la teneur
lipidique la plus importante du poisson étudié se trouve au niveau de ses ceufs, et la plus

importante activité antioxydante a été présenté par le muscle du Mugil cephalus.

Lestravaux réalisés nous permettent de dégager |es perspectives suivantes :

v Etude de I'influence d’ autres paramétres d’ extraction sur les teneurs en lipides et leurs

activités antioxydante.

v' La déermination des composés actifs responsables de I’activité antioxydante du

poisson Mugil cephalus.

v Evaluation des activités biologiques du Mugil cephalus in vivo.
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RESUME

Résumé

Notre étude a été consacrée a la détermination de la teneur en lipides apres leur extraction a partir
de différents organes (muscle, ceufs et gonades) du poisson mulet, en utilisant comme solvants
d’extraction le chloroforme et I'hexane, par macération ou en utilisant le Soxhlet. Ainsi qu’a
I’évaluation des activités antioxydantes de tous les extraits lipidiques obtenus. Les résultats obtenus
montrent que les teneurs en lipides obtenues sont affectés par le solvant utilisé et la méthode
appliquée pour I'extraction. L'analyse de ces résultats a révélé que les ceufs du Mugil cephalus ont
présenté le rendement en lipides le plus élevé, obtenu en appliquant la méthode de Soxhlet et en
utilisant le chloroforme pour I'extraction. Les résultats de la présente étude ont montré que |'activité
antioxydante de tous les extraits lipidiques du Mugil cephalus, ont exercé une activité réductrice vis a
vis des ions du fer et du molybdate et une activité antiradicalaire contre le radical synthétique DPPH,
le radical hydroxyle et le radical peroxyde généré par |'oxydation de I'acide linoléique. L’analyse
global des résultats de la présente étude a montré que la méthode la plus adéquate pour I'extraction
des lipides du poisson étudié est le souvent le Soxhlet, la teneur lipidique la plus importante du
poisson étudié se trouve au niveau de ses ceufs, et la plus importante activité antioxydante a été
présenté par le muscle du Mugil cephalus.

Mots clés : Mugil cephalus, lipides, extraction, activité antioxydante.

Abstract
Our study was devoted to determinate the antioxidant activity of lipid extracted from different
organs (muscle, eggs and gonads) of Mugil cephalus, following two different methods of extraction:
maceration and Soxhlet, using two organic solvents in each one: chloroform and hexane. The results
obtained show that the levels of lipids obtained are affected by the solvent and the method used for
extraction. The analysis of these results showed that the eggs of Mugil cephalus present the higher
yield of lipids, obtained by applying the Soxhlet method and chloroform solvent for the extraction.
The results of this study showed that all lipid extracts of Mugil cephalus, exerted a reducing activity
toward ions of iron and molybdate, and radical scavenging activity against the synthetic DPPH and
hydroxyl radicals and peroxide radical generated by oxidation of linoleic acid. The overall analysis of
the results of this study showed that the most appropriate method for the extraction of lipids of the
studied fish is often the Soxhlet, the most important lipid content of the fish studied is at its eggs,
also the most important antioxidant activity was presented by the muscle of Mugil cephalus.
Keywords: Mugil cephalus, lipids, extraction, antioxidant activity.
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