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Introduction :

Le milieu marin constitue la plus grande partie de la biosphère et contient les formes les plus

anciennes et les plus variées de la vie. Plus de 500 000 espèces de plantes et d’animaux y ont

été répertoriés. (Guezennec & Debitus, 2006).

La recherche sur les substances naturelles est un thème porteur depuis quelques années, les

chercheurs se tournent de plus en plus vers l’identification et la caractérisation de molécules

issues de matrices naturelles (Fiorucci, 2006), un grand intérêt pour les organismes marins est

né, spécialement pour les algues (Samarakoon et Jeon, 2012)

Consommées depuis la nuit des temps en Asie, exploitées en médecine chinoise traditionnelle,

utilisées au moyen âge par certaines populations littorales d’Europe et d’Amérique, (Person,

2010 ; Liu et al., 2012), les macro algues sont principalement utilisées dans l’alimentation

humaine au niveau mondial, et sont considérées comme de grande utilité pour de nombreuses

productions industrielles ( Person, 2010, Anantharaman et al., 2008) .

Les algues marines sont connues pour synthétiser une grande variété de métabolites

secondaires chimiquement, et biologiquement actifs (Chater Riahi et al., 2011), utilisés pour

la défense contre les organismes prédateurs ou colonisateurs (Younes et al., 2009; EL

Hassouni et al., 2013), ces métabolites montrent des propriétés antibactériennes,

antifongiques ; anti-inflammatoires, (Salvador et al., 2009), , antivirales, (Chbani et al.,

2011 ; Chatter Riahi et al., 2011), anticoagulantes (Devanya et al., 2012 ; Freitas et al.,

2012), antioxydantes (Dai-hung et al., 2011 ; Se-Kwon et Isuru, 2010) anti tumorales et

anti diarrhéiques, (Kolanjinathan et al., 2009) cytotoxiques, (Vo et al., 2012 ; Al-Saif et al.,

2014) qui peuvent être utilisées comme ingrédient fonctionnel en alimentaire ou comme

produit pharmacologique ou biotechnologique (Klejdus et al., 2009).
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I. Généralité

I.1.Définition :

Les algues sont des organismes photosynthétiques pluricellulaires (Gayral, 1975),

représentant un groupe hétérogène de plantes, très distinctes les unes des autres n’ayant que

peu de caractères en commun, (Iltis, 1980) connues comme étant une source d’alimentation

saine (Sung-hwam et al., 2012). Elle sont classées parmi les cryptogames, dans le vaste

groupe des thallophytes, vue leur organisation rudimentaire (Manneville et al., 2009 ;

Person, 2010).

Elles possèdent un appareil végétatif peu évolué, sans racines, ni tiges, ni feuilles, ni

vaisseaux conducteurs (Diaz-paulido et McCook, 2008 ; Arunachalam et al., 2014), la

majorité se compose d’un crampon, d’une fronde, et certaines possèdent un stipe (devaneya

et al., 2012) (Figure1), elles se nourrissent à travers un processus d’osmose (Gupta et al.,

2011).

Figure 01 : appareil végétatif des algues marines
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Les algues sont des végétaux aquatiques considérées comme étant des organismes

inféodés aux zones humides (eaux marines, saumâtres, et douces) (De Riviers, 2002), allant

jusqu'à 180 mètres de profondeur (Anantharaman et al ., 2008 ; Manneville, 2009 ;

Adaikaraj et al., 2012), ou elles jouent un rôle primordial dans le maintien de l’équilibre

écologique du milieu aquatique (Riadi, 1998). La présence de chlorophylle est l’une des

particularités commune pour toute les algues (De Riviers, 2002 ; Manneville, 2009).

I.2.Classification :

Elles sont classées en trois grandes divisions : les Chlorophyta : algues vertes, les

Rhodophyta : algues rouges, et les Phaeophyte : algues brunes ( Demoulain et Leymergie,

2009 ; Farid et al., 2009 ; Person, 2010 ,; Adaikalaraj et al., 2012), et ce selon leur

composition chimique et pigmentaire (Subba Rao et al, 2009 ; Gupta et al., 2011). Le

Tableau I ci-dessous représente les pigments correspondants à chaque division d’algues.

Tableau I : Les pigments correspondants aux trois divisions d’algues. (Nicklin et al., 2000 ;

De Reviers, 2002 ; Davis et al., 2003 ; Manneville, 2009)

DIVISIONS pigments Pigment responsable de la

coloration

Chlorophyta : algue verte Chlorophylle a, b ; α, β-

carotène ; xanthophylles

Chlorophylles

Phaeophyta : algue brune Chlorophylle a, c ; β-carotène ; 

Fucoxanthine et autres

xanthophylles

Fucoxantine et xantophylles

Rhodophyta : algue rouge B-phycoérythrine ;  α, β-

carotène ; xanthophylles

Phycoérythrines

I.3. Composition biochimique :

L’intérêt des macro algues s’explique par la présence de 3 catégories de composants :

fibres, protéines et minéraux ; mais aussi de métabolites avec des propriétés antimicrobiennes
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(Helillo et al., 2001 ; Yeon-Hee et al., 2013 ; Al-Saif et al., 2014), antifongiques, anti-

inflammatoires (Chiheb et al., 2011 ; El Hassouni et al., 2013) anti tumorales ,

antivirales,(Chbani et al., 2009), anti oxydantes, (Bhagavathy et al., 2011 ; El Hassouni et

al., 2013), tel que les caroténoïdes, fucoxantine, vitamines A, B1, B12, C, D, E, acide

folique, niacine, riboflavine, acide pantothénique (Gupta et al., 2011), contrairement aux

plantes terrestres ou les vitamines B12,B3 et B2 sont inexistantes, on trouve aussi des

polyphénols tels que ; les phlorotannins, les flavonoïdes (catéchines), ( Demoulain et

Leymergie, 2009 ), une forte richesse en Oligo-éléments et minéraux tels que : le sodium, le

calcium, le phosphore (Gupta et al., 2011 ; Person, 2010 ; Jirge and Chaudhari, 2010 ), et

une richesse exceptionnelle en iode , qui serait un apport intéressant pour les personnes

carencées ( Demoulain Leymergie, 2009).Le tableau II résume les différents composés

bioactifs des algues et leurs activités prouvées.

II. Extraction des composes actifs d’algues marines :

Afin de se protéger des conditions externes (rayonnement UV…), les algues ont la

capacité de produire des métabolites secondaires caractérisés par un large spectre d’activité

biologique, inexistants chez les autres organismes terrestres (Eom et al., 2012 ;

Wijensinghe et You-jin, 2012 ; Arhuldason et al., 2013). Beaucoup de recherches ont

envisagé la possibilité que les algues (macro et micro algues) peuvent être une source

potentielle de composés bioactifs.

L’extraction de composés bioactifs doit être faite selon des procédures appropriées,

sélectives, rentables, efficaces et respectueuses de l’environnement, avec des exigences

légales quant à l’utilisation de solvants respectant la qualité alimentaire (Ibanez et al., 2012).

Les techniques d’extraction traditionnelles telles que: extraction au Soxhlet,

l’extraction solide-liquide (SLE), et l’extraction liquide-liquide (LLE), nécessitent beaucoup

de temps, de grandes quantités d'échantillons et de solvants organiques, qui souvent ont un

impact négatif sur l’environnement et la santé humaine, en plus de leur coût et de leur non

automatisation (Salgueiro-González et al., 2012 ; Ibanez et al., 2012 ; Yuliana et al., 2012).

Les techniques d’extraction modernes telles que : l’extraction par fluides super

critiques (SFE), ou la technique d’extraction en phase solide, extraction assistée par ultrason
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(UAE), (Maciaz-sanchez et al., 2009) extraction de liquide sous pression (PLE), sont

fréquemment employées pour l’extraction de composés actifs tels que les saccharides, les

pigments naturels, les vitamines et acides aminés à partir d’algues (Klejdus et al., 2009 ;

Onofrejova et al., 2010), les solvants tels que l’éthanol et l’eau sont généralement choisis,

car leur utilisation est autorisée en industrie alimentaire, contrairement au autres solvants

conventionnels tel que le toluène, l’hexane, le chloroforme qui sont dangereux pour

l’environnement et la santé (Ya fang et al., 2011).

La PLE est une technique d’extraction qui combine une pression et une température

élevées avec un solvant liquide pour obtenir une extraction rapide et efficace du composant

ciblé (Carabias-Martínez et al., 2005), ceci améliore efficacement le rendement d'extraction,

ces deux critères améliorent le contact de l’analyte avec le solvant, et facilite sa pénétration

dans les pores de la matrice (Mustafa et al., 2012)

La PLE est considérée comme étant une méthode d’extraction verte (Ya fang et al.,

2011) rapide et automatique, elle implique l’extraction d’échantillon dans un environnement

sans lumière ni oxygène, (Santoyo et al., 2009). Ces facteurs peuvent être avantageux pour

l’extraction de composés actifs. (Mustafa et al., 2011).
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Tableau II : les différents composés bioactifs des algues et leurs activités prouvées

division espèces Composée bioactif Propriété Références

Chlorophyta

Ulva lactuca

Halmida
lamouroux

Halimeda tuna

Chondria
oppositiclada

Polysaccharide

Diterpènetrialdehyde

Diterpene aldehyde
(Halitunal)

sesquiterpènes
(cycloeudesmol)

Anti.
Inflammatoire
Cytotoxique et
antimicrobienne

Antivirale

Antimicrobienne

Rhodophyta

Portieria
hornemanii

Gigartina
tenella

Vidalia
obtusaloba

Laurencia
brogniartii

Terpène (Monoterpène
halogéné)

Sulfolipide
(Sulquinovasyl diacyl
glycérol)

bromophenol (Vidalols
A et B)

indol polybromé

Antitumoral

Antiviral

Anti-
inflammatoire

Antimicrobienne
(B.subtilis)

El Gamal,
2010.

phaeophyta

F.evaensnesc

U.pinnatifida

E.arborea

Fucoïdan(Galactofucane)

Polysaccharide sulphaté
(Galactofucane)

Phlorotannin
(Phlorofucofaroeckol-B)

Antitutatiqueoral
et antimetasa

Antiviral

Antiallergique

Alekseyenko
et al., 2007

Kim et al.,
2006

Sugiura et
al., 2007
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III. Principales Utilisations :

Les algues sont déjà utilisées dans de nombreux domaines, en fonction des espèces,

(Marfing et al., 2011), principalement dans l’industrie agro-alimentaire, la chimie, la

microbiologie, (Mesnildrey et al., 2012), la cosmétologie (Dabouineau, 2004 ), l’agriculture

(Abrousse-bastide, 2006), et dans le secteur pharmaceutique (Dhargalkar et Pareira, 2005).

Et ce du fait de leurs propriétés texturantes, gélifiantes, épaississantes, émulsifiantes et

stabilisantes (agar, alginate, carraghenane) (Pérez, 1997 ; Mac Hugh, 2003 ; Guezennec et

Debitus, 2006 ; Marfing et al., 2011 ; Mesnildrey et al., 2012).

Depuis peu elles sont considérées comme des aliments fonctionnels c’est à dire qui

contiennent des composés biologiquement actifs pouvant améliorer la santé ou réduire le

risque de maladies, (Santoso et al., 2004 ; Plaza et al., 2008 ; Santoyo et al., 2009 ; Mendis

et kim, 2011).

Les additifs alimentaires jouent aujourd’hui un rôle important dans le maintien des

qualités et des caractéristiques de l’aliment exigés par le consommateur car les produits

alimentaires sont soumis à beaucoup de conditions environnementales telles que l'oxydation

et l'exposition bactérienne, qui peuvent altérer le produit et modifier leur composition

originale (FAO/OMS, 1964 ; Gouget, 2008).

En industrie alimentaire beaucoup d’additifs synthétiques sont employé de par leur

rôle antioxydant tels que hydroxyanisol butylé (BHA) (E 320) et hydroxyltoluene butyle

(BHT) (E 321), (Farag et al., 1989) ou ayant un le rôle d’agent conservateur antimicrobien

tel que les sulfates et les sulfites , les nitrates et les nitrites, (Van de Weghe, 2012), ces

substances synthétiques sont toxiques causant des dommages au foie, l'altérations des

activités enzymatiques et peuvent être cancérogènes (Gulcin et al., 2002). Ainsi il est

important de trouver de nouvelles substances conservatrices d’origine naturelle efficaces et

sures. (Li et al., 2007).

L’utilisation des algues ou leur extraits (en considérant leur diverses propriétés)

comme Bioconservateur alimentaire pour remplacer les conservateurs chimiques, dont

beaucoup d’étude ont prouvé leur effets néfastes sur la santé, paraît être une thèse très

prometteuse. Notre étude a pour objectif d’évaluer l’activité antibactérienne des extraits

éthanoliques et aqueux de quatre espèces d’algue (Brune, Verte et Rouge) et de déterminer

leur effet inhibiteur pour une éventuelle application en industrie alimentaire. Parmi les trois
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types d’algues (brune, verte, et rouge) quelles sont celle qui possèdent le plus d’activité

antibactérienne ? Il y a-t-il une différence entre la susceptibilité des souches à Gram positif et

a Gram négatif ? Il y a-t-il une corrélation entre la teneur en poly phénols totaux présent dans

nos extraits avec l’effet inhibiteur exercé ?
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II. Matériels et Méthodes
II.1.Matériels

II.1.1. Matériel végétal

Les algues marines faisant l’objet de cette étude sont au nombre de quatre. Deux

Chlorophycophytes (Ulva intestinalis et Ulva lactuca), une Phéophycophyte (Halopteris

scoparia) et un Rhodophycée (Ceramium virgatum). Ce sont des algues très communes sur

les côtes méditerranéennes.

La récolte des différentes espèces algales s’est effectuée dans différents sites, et ce

durant le mois de Mai 2012, les algues verte et rouge on été collectées au niveau de la plage

dite EL’ach El-bez, tandis que les la collecte des algues brunes s’est effectué dans trois

endroits différents, dont la plage EL’ach El-bez, Boulimate, et Backster, située à environ 22

Km à l’ouest de la ville de Bejaïa, (36° 49’58,06 N, 4° 58’ 05,17’’ E) (figure 2). C’est une

station caractérisée par un substrat rocheux et un environnement moyennement battu et calme

(Figure 3). La température de l’eau le jour de la récolte était de 17°C. Les échantillons ont été

transportés au laboratoire dans des sacs de polyéthylène opaques. Ces algues ont été

identifiées au niveau du laboratoire de cryptogamie à l’université Abderrahmane Mira de

Bejaïa (UAMB). Les photographies des espèces d’algues marines récoltées sont présentées

dans la figure 04, avec une description de chaque espèce dans le Tableau III.

Figure 02 : Cartographie de la station

de récolte des algues marines

étudiées (INCT, 2000).

Figure 03 : Photographie de la station

de récolte (EL’ach El Baz) (Bejaïa)
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Tableau III: Caractéristiques botaniques des espèces d’algues marines récoltées.

Figure04: Photographies des
espèces d’algues marines
récoltées.

Description

(Cabioc’h et al, 1992; Wynne

Classification

et Shneider, 2010)

Ulva lactuca

Algue verte avec un thalle en

formes foliacées irrégulières,

quelques fois lobées et

découpées, à consistance

relativement ferme, composées

de deux couches de cellules

accolées, et fixées au substrat

par un petit disque.

Règne: Plantae
Division: Chlorophyta
Classe: Ulvophyceae
Ordre: Ulvales
Famille: Ulvacées
Genre: Ulva

Ulva intestinalis

Algue verte avec un thalle en
forme de tubes,
plus ou moins ramifiés,
aplatis et parfois rubanés,
Tube creux formé d'une seule
couche de cellules.

Règne: Plantae
Division: Chlorophyta
Classe: Ulvophyceae
Ordre: Ulvales
Famille: Ulvacées
Genre: Ulva

Halopteris scoparia

Halopteris est une Algue brune
avec un thalle arbustif à axe
segmenté et souvent ramifie
possède de nombreux ramoules
disposés radialement, rugueux.
La croissance du thalle se fait à
partir d’une grosse cellule
appelée sphacèle et leur
fixation se fait par les
rhizoïdes.

Régne : Plantae
Division: Pheophyta
Classe: Peophyceae
Ordre: Sphacelariale
Famille:Stypocaulonacée
Genre: Halopteris

Ceramium virgatum

Algue rouge avec un thalle
filamenteux, à axe monosiphoné
irrégulièrement ramifié, leur
développement n'excède pas 30
cm de longueur. L'apex fourchu
de leurs filaments forme deux
pointes caractéristiques, en
forme de cornes ou de pinces.

Regne : plantae
Division : Rhodophyta
Classe Rhodophyceae
Ordre : Ceramiale
Famille :Ceramiaceae
Genre : Ceramium
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II.1.2 Les souches microbiennes :

Les germes qui ont fait l'objet des tests antibactériens sont souvent rencontrés en

pathologie humaine. Le Tableau IV illustre les différentes souches bactériennes utilisées

Tableau IV: Souches bactériennes utilisées

Souches Références

Bacillus subtilis ATCC 6633

Escherichia coli ATCC 25922

SARM ATCC 43300

Salmonella tiphy

ATCC 13311

Vibrio cholerae

ATCC 14035

Listeria innocua CLIP 74915

ATCC: Américain Type Culture Collection.

SARM : Staphylococcus aureus Résistant à la Méthicilline
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II.1.2.1.Préparation des inocula :

L’activité de tout agent antimicrobien dépend de la densité de la suspension cellulaire

de la souche cible utilisée, d’ou la nécessité de standardiser l’inoculum bactérien, pour cela,

Les souches bactériennes ont été ré-isolées sur gélose nutritive.

A partir de souche jeune (18 à 24h) un prélèvement de colonies est effectué, et disposé dans

5ml d’eau physiologique. La standardisation a été effectuée en se basant sur un nombre et un

type de colonie précis, le nombre de colonies prélevés pour chaque souche est comme suit :

- B.subtilis 06 colonies moyennes.

- SARM 07 petites colonies.

- E.coli 07colonies moyennes.

- L.innocua 8 colonies moyennes.

- S.typhi et V.cholerea 08 colonies moyennes.

Une série de dilutions décimales est réalisé dans de l’eau physiologique stérile (10-1 à 10-9),

un volume de 1ml est prélevé de chaque dilution et, est ensemencé en masse sur gélose

nutritive (2 boites), Après incubation à 37°C pendant 24h, un dénombrement est réalisé. La

concentration bactérienne en UFC/ml est obtenue par l’application de la loi suivante :
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II.2METHODE

II.2.1.Préparation des extraits :

Les algues récoltés ont été nettoyés par lavage avec de l’eau douce afin d’éliminer les

épiphytes, les nématodes et toute autre matière attaché qui pourrait influencer l’évaluation des

activités biologiques, et les crampons sont retirés. Un dernier lavage avec de l’eau distillée a

été effectué. Les échantillons ont été par la suite séchés à température ambiante et à

l’obscurité pendant environ un mois. Après le séchage, le matériel végétal destiné à

l’extraction des composés actifs est broyé tout d’abord à l’aide d’un broyeur électrique pour

obtenir un échantillon grossièrement broyé, puis un broyage cryogénique ou « cryobroyage »

est effectué.

Le cryobroyage consiste à pulvériser l’algue sèche en la broyant à froid sous azote

liquide, à -196°C ; la poudre que l'on recueille ainsi est parfaitement fine et homogène: c'est

ce qu'on appelle la poudre totale ou « totum ». Cette technique, très performante, permet de

transformer les plantes en poudre tout en préservant l'intégralité de leurs composants actifs.

Les poudres sont mises dans des flacons opaques et conservées dans un endroit sec.

La finalité de cette étape est de mettre au point une poudre végétale qui permet

l'extraction de taux importants de composés actifs, doués de toutes leurs activités biologiques.

II.2.2 Extraction des composés actifs :

L’extraction des composés actifs est effectuée en utilisant l’extraction par fluides

pressurisés, un système entièrement automatisé : ASE 200 (extraction accélérée par solvant),

donc en utilisant un solvant accéléré équipé d’une unité de solvant contrôleur (Ya fang et al.,

2011).

La poudre d’algues est introduite dans la cellule d’extraction ASE, celle-ci va

automatiquement procéder à l’extraction par solvant, tout d’abord La cellule est remplie de

solvant, Dans notre cas, les solvants utilisés sont : éthanol /Eau (75/ 25) et l’eau 100%, puis

elle est chauffée et mise sous pression, l’échantillon est maintenu à une pression de 1500psi et

en utilisant deux températures différentes. Les conditions d’extraction sont représentées dans

le Tableau VI, la figure 05 démontre le fonctionnement du system ASE.
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Tableau VI : les conditions de l’extraction accélérée par solvant (ASE)

SOLVANT Température

d’extraction (°C)

PRESSION (psi) Temps d’extraction

(min)

Ethanol/Eau 120 1500 20

EAU 25 1500 20

Le séchage des extraits EAU (100%) est effectué par une lyophilisation, tandis que le

séchage de l’extrait éthanol/eau (75/25) subit d’abord une évaporation à l’aide d’un

Rotavapor, puis une lyophilisation.

La reconstitution des extraits secs de chaque solvant est effectuée à une concentration

10mg/ml et 50mg/ml respectivement pour les extraits ethanoliques et aqueux. Les extraits

obtenus sont conservés à l’obscurité dans des flacons fumés à 4°C jusqu'à utilisation

ultérieure.

Figure 05: Fonctionnement du systeme ASE.
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Figure 06 : Protocole d’extraction des composés actifs d’algues

Ethanol/Eau 75/25 Eau : (100%)

Algue

Séchage à l’air

ambiant

TOTUM (Poudre totale)
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II.2.Dosage des poly phénols totaux :

La teneur des composés phénoliques totaux des extraits d’algues préparés ci-dessus,

est déterminée par une méthode spectrophotomètrique. Elle est basée sur la réaction des

composés phénoliques avec le réactif de folin-ciocatleu, ce réactif est constitué d’un mélange

d’acide phosphotungstique (H₃PW₁₂O₄₀) et d’acide phosphomolybdique H3PMO12O40 , il est

réduit lors de l’oxydation des phénol en un mélange d’oxyde bleu de tungstène et de

molybdène, la couleur dépend du nombre de groupement hydroxyle et de leur position dans

les molécules ; La coloration produite est proportionnelle à la quantité de polyphénols présent

dans les extraits végétaux (Ribereau-Gayron et al., 1998).

Dans un tube eppendorf on ajoute 0.6ml d’eau distillé, 10ul d’extrait, puis 50ul d’une

solution de Folin-Ciocalteu, après une minute, 150ul d’une solution de carbonate de sodium à

20% sont ajoutés, le volume est ajuster en additionnant 190ul d’eau distillé. Ce mélange est

laissé à l’obscurité pendant deux heures à température ambiante. Des mesures d’absorbance

sont enregistrées à 760nm en utilisant un spectrophotomètre (Kosar et al., 2005).

II.3.Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits d’algues :

II.3.1. Réalisation des tests d’activité antibactérienne

Les activités antibactériennes des différents extraits phénoliques ont été déterminées par

la technique de diffusion sur gélose Mueller-Hinton. Le mode opératoire utilisé est celui

décrit par Younes et al., (2009) modifiée. Le milieu gélosés Mueller-Hinton a été ensemencé

par écouvillonnage par des inocula bactériens standardisés (108 UFC/ml). Des disques stériles

de papier filtre ayant un diamètre de 3mm ont été déposés aseptiquement sur la gélose

ensemencée et ont été immédiatement imprégnés par une quantité d’extraits d’algues de 20µl

ayant une concentration, 10mg/ml et 50mg/ml. Le solvant de reconstitution a été utilisé

comme témoin négatif.

II.3.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices sur milieu liquide

(CMI) :

La CMI est définie comme la plus faible concentration inhibant toute croissance

bactérienne visible à l’œil nu, après 18 à 24 heures d’incubation (Caquet, 2004).
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La détermination des CMI des extraits des algues étudiées vis-à-vis des six souches

testées précédemment est réalisée selon la technique de microdilution sur microplaques

stériles, tel que recommandé par le Comité national pour les Normes de Laboratoire Cliniques

(NCCLS, 1999) avec quelques modifications. La procédure est comme suit :

- 165µl de bouillon Muller-Hinton additionné de 0,2% de Tween 20.

- 30 µl des différentes concentrations des extraits

- Chaque puits est ensuite ensemencé par 5µl de la suspension bactérienne de

densité 108 UFC/ml.

- Les microplaques sont incubées à 37 °C pendant 18 h.

Dans ce test, deux témoins sont réalisés :

 Témoin négatif : 165 µl de bouillon Muller-Hinton + 30 µl de l’extrait +

5µl de bouillon stérile.

 Témoin positif : 165 µl de bouillon Muller-Hinton + 30 ul du solvant + 5µl

de l’inoculum.

La CMI de chaque extrait a été déterminée visuellement par l’absence de formation

d’un culot bactérien blanc au fond du puit. (Santoyo et al., 2009).

II.3.3. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

Des boites de Petri sont coulées par de la gélose nutritive et sont ensemencées à partir

des premiers puits ou aucune croissance n’est observée. Après incubation à 37°C pendant

24h, une présence de la croissance ou non est mentionnée. La CMB correspond à la plus

petite concentration aboutissant à une destruction notable des bactéries (0.01 de survivant)

(Meyer et al., 1994).

II.3.4. Etude statistique

Toutes les données de la présente étude sont représentées sous forme de moyennes de

trois essais. Nous avons comparé les résultats obtenus lors de ce travail en utilisant des tests

de comparaison des moyennes ANOVA à l’aide de logiciel STATISTICA 5.5. Des

différences significatives (p<0,05) entre les moyennes sont déterminées par le test LSD (Low

Signifiant Différence).
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III. Résultats et discussion :

Dans cette étude, des extraits de quatre espèces d’algue marines (Ulva lactuca, Ulva

intestinalis, Halopteris scoparium, ceranium virgatum) obtenus par PLE, sont testés vis-à-vis

de six bactéries par le test des disques (trois Gram positif, et trois Gram négatif).

III.1. Dosage des poly phénols totaux :

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits éthanolique et aqueux, des quatre espèces

d’algues marines étudiées sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par

gramme d’extrait (mg Eq AG/g), sont représentées dans la figure 07 :

Figure 07 : Les teneurs en polyphénols totaux des extraits d’algues étudiés

Des teneurs élevées en composés phénoliques sont obtenues par les extraits Ethanol/Eau et ce

des différents extraits d’algues brunes Halopteris scoparia, ceci dit, le taux de polyphénols

diffère chez la même espèces algale, l’extrait (A) d’ Halopteris scoparia , s’est révélé être le

plus riche en phénol (42.97mg Eq.AG/g), suivi de l’extrait (C) (30.79 mg Eq. AG/g), l’extrait

(B) se montre le moins riche des trois avec un taux de 28.16 mg Eq. AG/g d’extrait.

On constate une légère différence entre la teneur en composés phénoliques des deux extraits

d’algue verte U.lactuca , et U.intestinalis avec celui de l’algues rouge C.virgatum, cependant

U.lactuca se montre la plus riche en phénols des trois, nous notons aussi que la plus faible
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teneur en composés phénoliques est obtenue par l’algue verte U.intestinalis avec un taux égal à

14.70 mg Eq. AG/g de poudre.

Les teneurs en composés phénoliques des extraits aqueux obtenus pour la même espèce algale

H.scoparia (A) et H.scoparia (B), diffèrent significativement de celles obtenues par les extraits

Ethanol/Eau, par contre on note une légère différence pour les extraits de U.intestinalis,

C.virgatum et H.scoparia (C), et une similitude pour les teneurs en phénols de l’algue

U.lactuca concernant ces deux solvants.

Des teneurs en composés phénoliques inferieurs aux résultats obtenus pour les différents

extraits de l’espèce H.scoparia (A, B., C) ont été enregistrés par chandini et al. (2008) pour

l’extrait méthanolique de l’algue brune turbinaria conoides avec un taux de 29.01 mg Eq.

AG/g, aussi Benguedour et al. (2013) ont enregistré des teneurs en polyphénols totaux pour

les extraits méthanoliques de l’algue rouge Gelidium sesquipedal inferieurs à celles que nous

avons obtenues, avec un taux de 8.71 ± 6.1 mg Eq. AG/g, cela pourrait s’expliquer par le type

de solvant utilisé, car Calliste et al. (2001) ont rapporté que les composés phénoliques se

repartissent dans les différents solvants selon leur polarité, dans notre cas les composés les plus

polaires migreront vers l’eau et les moins polaires vers l’éthanol. Nous pouvons en déduire que

l’extrait éthanolique est riche en composés moyennement polaires, et que l’extrait aqueux est

riche en composés très polaires, d’où la teneur assez élevée en polyphénols totaux pour nos

extraits.

Une étude a été effectuée concernant le taux de poly-phénols totaux de différentes espèces

algales (brune, verte et rouge), par Sabeena Farvin et Jacobsen. (2013), ces auteurs ont trouvé

que la valeur en polyphénols totaux pour les deux extraits éthanoliques et aqueux de U.lactuca

s’est avérée être très rapprochée avec 2.26±0.07 mg Eq AG/g et 2.240.03 mg Eq AG/g

respectivement, certes ce taux est inferieur au nôtre, mais les deux valeurs sont similaires ce qui

est en accord avec nos résultats. Ces même auteurs ont aussi constaté que les deux algues

brunes Fucus senatus et fucus vesiculosis présentent des teneurs en polyphénols totaux de

12±0.09 mg Eq AG/g et 10.45 mg Eq AG/g respectivement, ceci est largement inferieur à nos

résultats, et pourrait être du à notre méthode d’extraction utilisée qui, assure une meilleure

solubilité et contact entre le solvant et l’analyte à extraire et ce, à haute température, améliorant

ainsi le rendement d’extraction. (ibànez et al., 2012).
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L’étude de Matanjun et al. (2008) a révélé que les algues brunes et vertes sont les plus riches

en composés phénoliques que les algues rouges. Ces résultats sont similaires à ceux obtenus

dans notre étude.

Toutes ces variations en teneurs des composés phénoliques peuvent être mises en relation avec

les conditions environnementales du site ou les algues on été prélevées (salinité, lumière,

nutriments) ainsi que par des facteurs liés à l’algue elle-même (type, âge) (Zubia et al., 2007 ;

Ganesan et al., 2011), ceci expliquerait le résultat différent en composes phénoliques pour les

trois extraits de H.scoparia (A,B,C), car nous rappelons qu’elles ont été récoltées sur des sites

différents, donc L’exposition a la lumière n’était pas la même, la profondeur, température ainsi

que la salinité étaient différentes, ce qui a affecté la teneur en polyphénols totaux.

III.2 Activité antibactérienne :

II.2.1. Antibiogrammes :

Les résultats des tests obtenus sont exprimés selon trois niveaux d’activité : résistant : D˂8mm, 

intermédiaire : 15mm≥D≥8mm et sensible : D˃15mm (Bensemir et al., 2006). L’activité

antibactérienne des extraits des quatre espèces d’algues étudiées est représentée dans les figures

14, 15, 16, 17, 18, 19.

Figure 08: Activité antibactérienne des différents extraits d’algues vis-à-vis de E-coli

L’étude statistique a révélé une légère différence d’activité antibactérienne vis-à-vis de E.coli,

pour les extraits de C.virgatum, U.intestinalis, H.scoparia (A) et H.scoparia (c). Le diamètre
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d’inhibition le plus élevé est observé pour l’extrait de l’algue rouge C.virgatum avec 10,08 mm

suivi de H.scoparia (C) avec 9,11mm puis U.intestinalis avec 8.75; et enfin 8,85mm pour

H.scoparia (A). La plus faible zone d’inhibition est obtenue par H.scoparia (B), qui diffère

significativement des autres extraits, avec un diamètre d’inhibition égal à 7,7mm ± 0,21. Nous

constatons qu’aucune zone d’inhibition n’a été observée pour les extraits aqueux vis-à-vis E-

coli.

Figure 09 : Activité antibactérienne des différents extraits d’algues vis-à-vis de S.tiphy

L’étude statistique a révélé une différence significative (p˂0.05) vis-à-vis de S.tiphy, l’extrait

de H.scopatia (A) a donné le meilleur effet inhibiteur à l’encontre de cette souche, suivi de

H.scoparia (c), Ulva intestinalis, et H.scoparia (B); de faibles effets antibactériens sont fournis

par l’extrait 1, et aucune zone d’inhibition n’a été observée pour les extrait aqueux de ces

même algues.

D’après les résultats obtenus nous avons constaté que la souche S.tiphy possède une sensibilité

modérée envers les différents extraits d’espèce d’algue ; nous notons que H.scoparia (A)

possède le plus grand diamètre d’inhibition, qui est égal à 9.95mm ± 0.25.
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Figure 10 : Activité antibactérienne des différents extraits d’algues vis-à-vis de V.cholerae

L’étude statistique a révélé une différence significative (p<0,05) entre les différents extraits

d’algues vis a vis de la souche V.cholerea, les tests antibactériens effectués sur cette souche ont

donné différentes zones d’inhibition, le plus grand a été obtenu pour C.virgatum avec un

diamètre de 9.98mm ± 0.09. Un faible effet antibactérien a été constaté pour H.scoparia (A),

avec un diamètre de zones d’inhibition inferieur à 8mm, nous notons que les extraits aqueux

n’ont eu aucun effet antibactérien.

Figure 11 : Activité antibactérienne des différents extraits d’algues vis-à-vis de SARM

La figure 11 indique que quatre extraits de différentes algues sur dix, ont un effet inhibiteur sur

SARM. Des zones d’inhibition de 9.3mm à 12.3mm on été observées, la zone d’inhibition la

plus élevée a été obtenue par H.scoparia (C), qui diffère significativement des autres extraits,

a

b

d

b
c

0

2

4

6

8

10

12

C.virgatum U.intestinalis H.scoparia (A) H.scoparia (C) H.scoparia (B)D
ia

m
èt

re
d

es
zo

n
es

d
'i

n
h

ib
it

io
n

en
m

m

Vibrio cholerae

b b

a

ab

0

2

4

6

8

10

12

14

C.virgatum H.scoparia (A) H.scoparia (C) H.scoparia (B)

D
ia

m
èt

re
d

es
zo

n
es

d
'i

n
h

ib
it

io
n

en
m

m

SARM



Résultats et discussions

24

avec un diamètre égale a 12.3 ± 0.6. Nous avons aussi constaté qu’aucune zone n’a été

observée pour les extraits aqueux des différentes algues.

Figure 12 : Activité antibactérienne des différents extraits d’algues vis-à-vis de B.subtilis

La figure 12 indique que pratiquement tous les extrait d’algues ont donné des zones

d’inhibition avec des valeurs allant de 7.4mm a 10.22mm, les diamètres les plus élevés sont

10.22 mm et 9.8 mm pour l’extrait (Ethanol /eau) et (Aqueux) de H.scoparia (C)

respectivement, ces deux extrait diffèrent significativement des autres. Nous avons constaté que

la plus faible zone d’inhibition a été obtenu pour C.virgatum, avec un diamètre ˂ 8mm , pour 

qui la souche B.subtilis semble être assez résistante.
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Figure 13 : Activité antibactérienne des différents extraits d’algues vis-à-vis de L.innocua

Selon l’étude statistique, on constate qu’il y a des différences significative des extrait d’algues

U.intestinalis, H.scoparia (C) et (B) respectivement vis-à-vis de L.innocua, l’extrait aqueux

semble exhiber une activité antibactérienne modérée sur la souche L.innocua avec un diamètre

de la zone d’inhibition égal a 10,15mm ± 0,25. Cependant une activité plus importante a été

notée pour U.intestinalis (Eth/Eau), avec un diamètre de zone d’inhibition égale a 10.4mm ±

0,44, alors que l’activité de H.scoparia (B) s’est avérée être la plus faible avec un diamètre de

zone d’inhibition de 8,42mm ± 0,22.

Baghavaty et al. 2012, ont étudié l’activité antibactérienne de l’extrait éthanolique de l’algue

verte Chlorococcum humicola et ce contre Salmonella typhimorium, Vibrio cholerea et Bacillus

subtilis et ont constaté que cet extrait a inhibé efficacement ces trois souches avec un diamètre

de zone d’inhibition de 13mm et 15 mm pour S.typhimorium, Vibrio cholerea , et Bacillus

subtilis respectivement, ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus dans notre étude pour

l’algue verte Ulva intestinalis , cette différence peut être liée a la saison de la récolte ainsi

qu’aux différentes étapes de croissance de cette algue (Adaikaraj et al., 2012).

Al saif et al. 2014 ont testé l’activité antibactérienne de quelques espèces d’algue dont l’algue

verte Ulva reticula et l’algue rouge Gracilia dendroides et ce vis-à-vis de E.coli et S.aureus

respectivement, l’algue verte U.reticula s’est révélé avoir une forte activité envers E-coli avec

25mm de diamètre de zone d’inhibition nettement supérieure aux résultats obtenus concernant

l’algue verte Ulva intestinalis vis a vis de la même souche, et pourrait être lié a la nature des

métabolites produites par l’algue, mais aussi a la stabilité, solubilité dans le milieu et la

capacité de contacte (Bae et al., 1993), cependant ces même auteurs on noté que l’algue rouge
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Gracilia dendroides possédait une activité envers S.aureus avec un diamètre inferieurs à

10mm, le même résultat est obtenu par Farid et al. (2012) pour l’extrait éthanol/

dichlorophorme des deux algues rouge Gracilia multipartita et Pterosiphonia complanta vis-à-

vis de la même souche, ceci dit kolanjinathan et al. (2009) ont aussi évalué l’activité d’une

algue rouge Gracilia edulis vis-à-vis de S.aureus et E.coli et ont constaté qu’elle possédait une

activité vis-à-vis des deux souches bactériennes avec un diamètre de 10.5mm ± 0.5 pour E.coli,

et une bonne activité antibactérienne vis a vis de SARM avec un diamètre de 12.5mm ± 0.6 ce

qui est supérieur a nos résultats , cette différence peut être du au type et a la nature de

substance bioactive produite par cet algue, effectivement Mannivannan et al. (2011) ont

démontré que le type et la nature des substances bioactives influence le potentiel de l’effet

antibactérien.

L’étude de Manivannan et al. (2011) porté sur l’activité antibactérienne de l’extrait

éthanolique de deux algue brune turbinaria conoides, vis-à-vis de E.coli et V.cholerea, et

Pedina gymnospora vis-à-vis de S.typhi et S.aureus, a montré une activité modéré vis-à-vis d e-

coli avec 8mm de diamètre ce qui est moyennement proche des résultats obtenus pour nos trois

extraits de H.scoparia (A, B, C), ce constat a été enregistré par Chiheb et al. (2009) qui ont

aussi noté que les deux extraits d’algues brune Cystoseira Tamariscifilia et Pedina Pavonica

ont révélé de faible activités contre E.coli, ceci dit V.cholerae s’est montré résistante vis-à-vis

de ces même algue avec un diamètre égal a 6.33mm ± 0.51, ce qui est inferieur aux résultats

obtenus pour les trois extraits de H.scoparia et pourrait être du a la richesse en composées

actifs très polaires et moyennement polaires présents dans le solvant aqueux et Ethanoliques

respectivement. Concernant l’activité de l’espèce pedina gymnospora, ces auteurs on noté une

bonne activité vis-à-vis de S.aureus avec un diamètre de 12.3mm ± 0.89, cependant l’activité

de cet algue vis-à-vis de S.typhi été de 14.33 mm ± 1.86 ce qui est supérieurs a nos résultats,

cette variation peut être la cause des paramètres écologiques induits par les facteurs

climatiques, la température, la salinité, la lumière, l’oxygène dissous et les sels nutritifs, ou

bien liée à la physiologie de l’algue elle-même (Hornsey et Hide, 1985).

Devanya et ses collègues. (2012) n’ont enregistré aucune activité antibactérienne pour

l’extrait méthanolique de l’algue brune Padina pavonica vis-à-vis de Salmonella paratyphi ceci



Résultats et discussions

27

est différents aux résultats que nous avons obtenus, ou les trois différents extraits d’Halopteris

scoparia ont montré une activité envers Salmonella typhi avec le plus grand diamètre

d’inhibition de 9,95 ±0.25, ceci pourrait s’expliquer par la richesse de notre algue en composés

phénoliques dont les phlorotannins, Eom et al. (2012) ont rapporté que les algues brunes

contiennent une teneur élevée en phlorotannins, présentant une activité antimicrobienne vis-à-

vis de SARM, Salmonella sp, Bacillus subtilis, Vibrio sp et E-coli (Hao et jeon, 2005).

L’étude de Adaikaraj et al. (2012) a révélé une activité pour l’extrait méthanolique de l’algue

rouge Gracilaria verrucosa similaire au notre vis-à-vis de S.typhi, mais n’a noté aucune activité

pour l’espèce Enatiocladia prolifera, cette différence peut être expliqué par le procédé

d’extraction, et le type de solvant utilisé (Kandhahassamy et al., 2008).

Lors de leur étude Seenivassan et al. (2010) ont enregistré une résistance de E.coli envers

l’extrait éthanolique de ulva intestinalis, ce constat ne concorde pas avec nos observations et

pourrait s’expliquer par la richesse de notre extrait en composé bioactif. Durant leurs études,

Taskin et al. (2007) et Al saif et al. (2014) ont noté qu’il n’y avait aucune activité de l’extrait

aqueux des deux algues verte Ulva reticula, Ulva rigita respectivement envers E.coli .

Oumaskour et ses collègues (2012) ont testé l’activité de l’extrait éthanolique de l’algue verte

Ulva intestinalis vis-à-vis de S.aureus et n’ont observé aucune activité ceci est concordant avec

nos résultats obtenus pour les deux algues vertes Ulva lactuca et Ulva intestinalis, ces même

auteurs ont révélé qu’aucune zone d’inhibition n’a été observée pour les extrait aqueux des

espèces Cystoceira humilis, Sargassum vulgare, Fucus spiralis, vis-à-vis de B.subtilis ceci est

similaire aux résultats obtenus pour les extraits de l’algue brune H.scoparia A et B, cependant

diffèrent des résultats obtenus pour H.scoparia C, et pourrait être lié a la composition de cet

extrait, qui peut être plus riche en composes actifs polaires. Nous notons que dans la présente

étude les trois extraits de l’algue brune H scoparia présente un effet antibactérien sur de la

souche Bacillus subtilis, nos résultats sont concordants avec ceux obtenus par Gonzàlez et al.

(2011) dans leur étude effectuée avec la même espèce algale et sur de la même souche, ils ont

montré que l’activité antibactérienne de cette espèce est considérée comme étant un indicateur

concernant la capacité de cette algue à produire des composés bioactifs.

Les résultats obtenus par Farid et al. (2012) concernant l’activité de l’algue rouge

Pterosiphonia complanta vis-à-vis de B.subtilis a révélé que l’extrait éthanolique de cette
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algue possédait une activité modérée envers la même souche avec un diamètre de zone

d’inhibition inferieur à 10mm, ces même auteurs ainsi que Younes et al. (2009) ont travaillé

sur deux algue brune Cystoseira humilis et C.bifurcata, et ont montré qu’elles possédaient une

bonne activité vis-à-vis de SARM avec un diamètre de zone d’inhibition supérieurs à 15mm.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que SARM est plus sensible comparé aux

autres souches tests avec le plus grand diamètre d’inhibition, ceci a été constaté par plusieurs

auteurs (Vidyathi et Sridhar, 1991; Febles et al., 1995 ; El Kouri et al., 2004 ; Oumaskour

et al., 2012).

L’activité de l’algue rouge Ceramium virgatum vis a vis de Vibrio cholerae pourrait être due à

une teneur élevée en composés phénoliques Halogénés tel que les Bromophenols (BPs) ;

effectivement une activité antibactérienne prometteuse a été décelée par la présence de divers

BPs d’algue marine (rouge et brunes) (Chouikhi, 2013). Cinq BPs isolés a partir d’algue rouge

Rhodomella confervoides ont été testé à l’égard de huit souches Gram positif et Gram négatif et

ont montré une activité antibactérienne puissante et modérée respectivement (XU et al., 2003).

L’absence d’activité antibactérienne de l’algue verte Ulva lactuca vis-à-vis de pratiquement

toute les souches peut être du à l’absence de composés apolaires dans notre extrait car Il a été

rapporté que l’activité antibactérienne de cette algue était due à la présence de composés

apolaires et moyennement polaires incluant les caroténoïdes tels que a-Carotène, 9-cis b-

carotène et Cryptoxanthin, les chlorophylles comme la Chlorophylle a et la Chlorophylle b,

ainsi que les composé phénoliques acide coumarique et l’acide saliciclique (Abd El-Baky et

al., 2009 ; Baghavaty et al., 2011 ; Sabeena Farvin et Jacobseen, 2013).

Dans notre étude on remarque que les extraits éthanoliques de nos algues possèdent une plus

grande activité antibactérienne par rapport aux extraits aqueux, cela serait du à la différence

entre les deux solvants employés cela a été mentionné par Sabeena Farvin et Jacobsen.

(2013), ces auteurs ont rapporté que l’éthanol précipiterai la plus part des protéines laissant

quelques composées phénoliques en solution, donc on pourrait supposer que l’extrait

éthanolique est plus riche en composées phénoliques moyennement polaire et polaire, alors que

l’extrait aqueux est riche en composes très polaires puisque l’eau est connu pour être plus

polaire que l’éthanol. Par ailleurs les conditions d’extraction influencent la composition des

extraits obtenus, ceci à été rapporté par plusieurs auteurs (Adaikaraj et al., 2010 ; Baghavaty
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et al., 2011) ; effectivement l’obtention des extraits éthanoliques s’est effectuée à 120°C, ce qui

certes augmente la solubilité des composées voulus mais peut aussi éliminer les composées

thermolabiles tels que les pigments ; tandis que l’obtention des extrait aqueux s’est effectuer a

température ambiante 25°C, ce qui a pu extraire les différents pigments tel que la

phycoérythrine qui est une phycobiliprotéine thermolabile contenue dans C. virgatum dont

l’extrait aqueux (obtenu a température ambiante) a montré une activité antibactérienne envers

les Gram négatif, E.coli, V.cholerea et S.tiphy avec des CMI égal a 20mg/ml, 30mg/ml et

40mg/ml respectivement.
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Figure 14 : Photographie de quelques zones d’inhibition de différents extrait vis-à-vis de E.coli

.Extrait 1 : C.virgatum ; Extrait 3 :H.scoparia (C) aqueux; extrait 7 :U.intestinalis ; extrait 8 :

H.scoparia (A) ; extrait 9 :H.scoparia (C) ; extrait 10 : H.scoparia (B).

Figure 15 : Photographie de quelques zones d’inhibitions de différents extraits vis-à-vis de

B.subtilis . Extrait 1 : C.virgatum ; Extrait 3 :H.scoparia (C) aqueux; extrait 4 : H.scorpia ( B)

aqueux ; extrait 5 : H.scorpia ( A) aqueux ; extrait 7 :U.intestinalis ; extrait 8 : H.scoparia ( A)

extrait 9 :H.scoparia ( C).

Figure 16 : Photographie de quelques zones d’inhibitions de différents extraits vis-à-vis de

L.innocua . Extrait 1 : C.virgatum ; Extrait 3 :H.scoparia (C) aqueux; extrait 4 : H.scorpia ( B)

aqueux ; extrait 5 : H.scoparia ( A) aqueux ; extrait 7 :U.intestinalis ; extrait 8 : H.scoparia ( A)

extrait 9 :H.scoparia ( C) ; extrait 10 : H.scoparia ( B) ;extrait 11 : U.intestinalis aqueux.
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Figure 17 : Photographie de quelques zones d’inhibitions de différents extraits vis-à-vis de

V.cholerae . Extrait 1 : C.virgatum ; Extrait 3 :H.scoparia (C) aqueux; extrait 7 :U.intestinalis ;

extrait 8 : H.scoparia ( A) extrait 9 :H.scoparia ( C) ; T : témoin.

Figure 18 : Photographie de quelques zones d’inhibitions de différents extraits vis-à-vis de

SARM . Extrait 1 : C.virgatum ; Extrait 3 :H.scoparia (C) aqueux; extrait 7 :U.intestinalis ;

extrait 8 : H.scoparia ( A) extrait 9 :H.scoparia ( C) ; extrait 10 :H.scoparia ( B) ;T : temoin.

Figure 19 : Photographie de quelques zones d’inhibitions de différents extraits vis-à-vis de

S.tiphy . Extrait 1 : C.virgatum ; Extrait 3 :H.scoparia (C) aqueux; extrait 7 :U.intestinalis ;

extrait 8 : H.scoparia ( A) extrait 9 :H.scoparia ( C) ; extrait 10 :H.scoparia ( B).
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II.2.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les

concentrations minimales bactéricides (CMB) :

Les concentrations minimales inhibitrices des différents extraits phénoliques des quatre espèces

d’algues ont été déterminées en utilisant la méthode de microdillution sur bouillons Mueller

Hinton, celle-ci permet un contact direct de l’extrait avec la souche cible améliorant ainsi sa

diffusion.

Les résultats obtenus sont représenté dans les tableaux VIII et IX, On peut noter que les CMI

les plus faible sont enregistrés pour les extrait éthanol/eau de H.scopatia (C) et C.virgatum vis-

à-vis de vibrio cholerae, selmonella typhi et bacillus subtilis, selmonella typhi respectivement

avec une concentration de 1mg/ml, les CMI les plus élevées sont obtenus pour les extraits

U.intestinalis et H.scoparia (A) envers V.cholerae, C.virgatum envers E.coli, et extrait

H.scoparia (C) envers SARM, l’extrait aqueux de l’algue C.virgatum a aussi été testé vis-à-vis

des six souches bactériennes, et a montré une activité seulement envers les bactéries a Gram

négatif (E.coli, V.cholerea, S.typhi). Nous constatons que ces CMI diffèrent d’un extrait à

l’autre et d’une souche bactérienne à une autre.

Figure 20 : Photographie de la microplaque illustrant la CMI de quelques extraits vis a vis de

B.subtilis. (1) : C.virgatum, (7) : U.intestinalis, (8) : H.scoparia(A), (10) : H.scoparia (B),(+)

témoin positif, (-) témoins négatif
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Tableau VII : Concentrations minimales inhibitrices des différents extraits d’algues vis-à-vis des

bactéries Gram négatif

Tableau VIII : Concentrations minimal inhibitrice des différents extraits d’algues vis-à-vis des

bactéries Gram positif

Santoyo et al. (2009) ont déterminé les différentes concentrations minimales inhibitrices de

l’extrait d’algue Haematococcus pluvialis obtenus par la même méthode d’extraction (PLE), et

en utilisant la meme methode de microdillution sur bouillon Mueller Hinton, et ce vis-à-vis de

E.coli et S.aureus, les CMI de l’extrait éthanolique est de 2.5mg/ml envers E-coli et S.aureus

ceci s’accorde avec le resultat de l’effet inhibiteur de l’extrait 8 vis-à-vis de E.coli et de

l’extrait 1 vis-à-vis de SARM.

La concentration minimale inhibitrice obtenue par Devanya et al. (2012) pour l’extrait de

l’algue brune Padina gymnospora envers B.subtilis et SARM est similaire à celle obtenues

pour H.scoparia (A) envers les mêmes souches bactérienne, avec une CMI égal 5 mg/ml.

L’essai antibactérien des algues brune verte et rouge vis-à-vis des bactéries Gram positif et

Gram négatif a été établi par plusieurs chercheurs (kolanjinathan et al., 2009), l’activité

antimicrobienne des algues marines peut être influencée par plusieurs facteur comme l’habitat

et la saison de la récolte algal, les différents stades de croissance de la plante, les méthodes

Souches E-coli V.cholerea S.tiphy
C.virgatum 7,5mg/ml 5mg/ml 1mg/ml

U.intestinalis 5mg/ml 7,5mg/ml 2,5mg/ml
ETH/EAU H.scoparia (A) 2,5mg/ml 7,5mg/ml 5mg/ml

H.scoparia( C) 5mg/ml 1mg/ml 1mg/ml
H.scoparia (B) Non testé Non testé Non testé

Aqueux C.virgatum 20mg/ml 30mg/ml 40mg/ml

souches L.innocua B.subtilis SARM
C.virgatum / 1mg/ml 2.5mg/ml

U.intestinalis 5mg/ml 5mg/ml /
ETH/EAU H.scoparia (A) / 5mg/ml 5mg/ml

H.scoparia( C) 2.5mg/ml 2.5mg/ml 7.5mg/ml
H.scoparia (B) 2,5mg/ml 2.5mg/ml Non testé
C.virgatum Negatif negatif negatif

Aqueux H.scoparia (C) / Non testé /
H.scoparia (A) 30mg/ml / /
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expérimentales (Kandhasamy et Arunachalam, 2008). Mais la variation dans l’activité

antimicrobienne peut être du a la méthode d’extraction et le solvant employé (kolanjinathan et

stella, 2009), Beaucoup de solvant on été employé pour l’extraction de composées actif, mais il

existe toujours des incertitudes concernant le solvant le plus efficace et souhaitable pour

l’extraction (Adaikaraj et al., 2010). Santoyo et al. (2009) ont rapporté que l’extrait le plus

éfficace en termes d’activité antibactérienne est obtenu en utilisant l’éthanol à 100°C,

Umamaheswari et al. (2006) ont évalué l’activité antibactérienne de l’algue Chaetomorpha

aerea et ont constaté que le potentiel antibactérien le plus élevé a été obtenue en utilisant

l’éthanol comme solvant, ce fait a aussi été constaté par Plaza et al. (2010), qui ont rapporté

que l’extrait éthanolique était plus actif que l’extrait héxanique car l’extrait éthanolique

contenait plusieurs composant volatils tels que les acides gras, les alcanes, les phénols et les

phytols, ceci dit Kayalvizhi et al. (2012) ont rapporté que l’extrait acétonique présente la plus

forte activité antibactérienne vis-à-vis des Gram positif et Gram négatif par rapport aux autres

solvants, Arunachalam et al. (2014) ont étudié le potentiel antibactérien de quelques algues en

utilisant différents solvants et ont constaté que l’extrait méthanolique possédait la plus grande

activité envers les souches testées.

Valls et al. (1993) ont rapporté que La composition chimique (diterpenoides) de l’espèce

Cystoseira tamariscifolia, récoltée sur la côte Sicilienne d’Italie, est différente de la même

algue récoltée sur la côte marocaine. De même la composition chimique des algues Cystoseira

stricta et Cystoseira mediterranea, récoltées de la côte Sicilienne, est différente de celles

récoltées sur la côte méditerranée Française, ceci serait lié à la composition de nos trois

différents extraits de Haloptris scoparia et expliquerait la différence d’activité antibactérienne

entre les trois.

De nombreux travaux ont trouvé que 80% d’espèces appartenant à la classe des Rhodophycées

présentent plus d’activité antimicrobienne que les deux autres classes Elkouri et al. (2004) ;

Mahasneh et al. (1995). Etahiri. (2002) a rapporté que parmi les algues récoltées sur la côte

d’El Jadida, la classe des Phéophycées est la plus riche en espèces actives (85%) suivie par la

classe des Chlorophycées (40%) et les Rhodophycées (38%). D’autres travaux montrent que les

deux classes d’algues Rhodophycées et Phéophycées ont une activité antimicrobienne

intéressante ; alors qu’elle est absente chez les Chlorophycées (Caccamese et al., 1985).

Reichelt et Borowitzka. (1983) ont montré que les ulves ont des effets antimicrobiens sur les
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bactéries gram positif et gram négatif, par contre Kumar et Rengasamy. (2000), Caccamese

et Azzolina (1979) ainsi que Ktari (2000), ont montré que l’activité antimicrobienne est

absente dans les extraits d’algues des ulves.

D’après les résultats obtenus on constate que il y a une corrélation négative entres le taux de

polyphénols totaux et l’activité antibactérienne, effectivement on note que l’espèce ayant la

plus grande teneur en composées phénolique n’est pas forcement celle ayant le plus d’activité

antibactérienne, en comparant l’extrait de H.scoparia (A)(42,97mgEq AG/g), H.scoparia (C)

(30.79 mg Eq AG/g) avec l’extrait de H.scoparia B (28.16 mg Eq AG/g ) , on constate que

celles ci possèdent le plus d’activité que H.scoparia (A,C) et ce vis-à-vis de toutes les souches

bactériennes testés (Annexe VI). cela pourrait être lié a la nature des polyphénols présent

conditionnant cette activité mais il est aussi probable que les autres extraits d’algue obtenus

renferment des composés non phénoliques ayant le pouvoir antibactérien tel que les

polysaccharide sulfaté, peptides, et les caroténoïdes notamment la fucoxanthine ; l’activité

antibactérienne des algues Brune due a ce type de composé a été Prouvé par plusieurs études

(Plaza et al., 2008 ; Younes et al., 2009 ; Se-kwon et Isuru, 2010 ; El Gamal, 2010 ; Costa

et al.,2010 ; Wang et al., 2010; Farid et al., 2012).

L’algue rouge C.virgatum a présenté vis-à-vis de quelques souches (E.coli, V.cholerea, SARM)

une meilleure activité que H.scoparia (A) malgré son taux assez faible en composés

phénoliques par rapport a celle-ci. Cela pourrait être du a la présence du composée di (2,

Bromo-4-5 dihydroxybenzyl) ether par exemple, effectivement Xu et al. (2003) ont isolé cinq

bromophénols a partir de l’extrait méthenolique de l’algue rouge Rhodomella confervoides et

ont testé leur activité antibactérienne sur huit souches dont S.aureus , E.coli ; P.aérogenosa ;

ont enregistré que ce composé (di (2, Bromo-4-5 dihydroxybenzyl) ether) possède le meilleur

effet inhibiteur contre cinq des souches testées Avec une CMI inferieure à 70ug/ml.

L’effet bactéricide ou bactériostatique des quatre algues différents d’un extrait à l’autre et

d’une souche bactérienne à une autre, à savoir que la majorité des extraits exercent un effet

bactériostatique envers les six souches à l’exception de U.intestinalis et H.scoparia (C) qui

exercent un effet bactéricide envers E.coli et L.innocua.
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La détermination des CMI par la méthodes des microdilutions sur bouillon Muller Hinton nous

a permis de mettre en évidence le réel pouvoir antibactérien non observé sur milieu solide, ce

fait est lié à l’hydro solubilité et à la diffusion des composés phénoliques.
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Conclusion

L’objectif de cette étude était d’évaluer en premier lieu l’activité antibactérienne des extraits

de quatre espèces d’algues marines (Ulva.lactuca, Ulva.intestinalis, Halopteris scoparia,

Ceranium virgatum), de la côte ouest de Bejaia appartenant à différentes familles botaniques

vis-à-vis des six souches de référencé à Gram positif et à Gram négatif a savoir : E.coli,

Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Bacillus subtilis, SARM, Listeria innocua

Les résultats des teneurs en polyphénols totaux ont montré que Halopteris Scoparia est la plus

riche (42.97mg Eq.AG/g de poudre ±) tandis que Ulva intestinalis en est la plus pauvre (14.70

mg Eq. AG/g de poudre).

L’évaluation de l’activité antibactérienne montre que la plupart des souches testées sont

sensibles aux différents extraits d’algues marines étudiées. En comparant la sensibilité des

souches tests, on constate que la susceptibilité des bactéries Gram positif et Gram négatif

envers nos extraits est similaire. Ceci s’accorde avec quelques unes des études menées sur ce

thème, nous pouvons en déduire que nos extraits issus des quatre différentes espèces algales

possèdent un large spectre d’activité biologique, ou bien prétendre qu’elles possèdent une

richesse et diversité en métabolites secondaires.

Une importante activité antibactérienne est enregistrée pour les trois différents extraits de

l’algue brune Halopteris scoparia qui s’est montrée active sur toutes les souches testées, la

méthode d’extraction utilisée a permis l’obtention d’extrait contenant une teneur considérable

de composés phénoliques, plusieurs études ont mentionné que l’activité antibactérienne des

algues brunes est due essentiellement à la présence de composés phénoliques, de

polysaccharide sulfaté, de composes terpéniques ainsi que de caroténoïdes (fucoxanthine).

Ces résultats montrent que l’utilisation d’extrait de H.scoparia à la place de certains

conservateurs peut être envisagée dans le domaine de l’industrie agro-alimentaire.

Pour mieux compléter ce travail il serait intéressant de :

- Tester l’activité antifongique des extraits ainsi que d’autres souches bactériennes

(Listeria monocytogenes).



Conclusion

36

- D’isoler, de caractériser et d’identifier les différents principes actifs présents dans les

extraits d’algues étudiées, par chromatographie et technique plus avancée telles que

l’HPLC, et la RMN

- Faire des tests in vivo afin d’évaluer la toxicité des extraits

- Additionner nos extraits à quelques produits alimentaires (charcuteries, produits

laitiers) et voir l’effet engendré.
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Annexe

Annexe I : Matériels et Produits utilisés

Appareillage :

Autoclave

Bain marie

Balance de précision

Etuve de 37C°

Four pasteur

pH mètre

Pied a coulisse

Plaques agitatrice

Plaque chauffante agitatrice

Spectrophotomètre UV-visible

Vortex

Produits chimiques :

Carbonate de sodium (Na2Co3) à 20%

Eau physiologique (9g de Na cl dans un litre d’eau distillé)

Ethanol (C2 H6 O)

Folin-Ciocatleu

Tween 20
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Annexe II : composition de milieux de culture utilisés(pour un litre)

(Guiraud, 1998)

Bouillon Mueller Hinton :

Peptone acide caséine ………….17.50g

Infusion de viande bœuf………. .20g

Amidon …………………………1.5 g

pH= 7.4 0,2

Bouillon nutritif :

Peptone………………………..10g

Extrait de viande………………5g

Chlorure de sodium…………...5g

pH = 7.2

Gélose Chapman :

Extrait de viande……………….1 g

Peptone………………………..10g

Chlorure de sodium……………5g

Mannitol………………………10g

Rouge ne phenol………………25g

Agar…………………………..15g

pH = 7.4

Gélose Hecktoène:

Protéose peptone……………..12g

Extrait de levure………………3g

Chlorure de sodium…………..5g

Thiosulfate de sodium………..5g

Sels billiaire ………………….9g

Citrate de fer amoniacal……. 1.5g

Salicine……………………… 2g



Annexe

Lactose……………………….12g

Saccharose…………………12g

Fishine acide……………….0,1g

Bleu de bromothymol……65mg

Agar………………………13mg

pH = 7.6

Gélose Mueller Hinton :

Extrait de viande ……………2g

Hydrolysat acide de caseine….17,5g

Amidon………………………1,5g

Agar…………………………10g

pH = 7.4
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AnnexeIII courbe d’etalonnage de l’acide gallique

Figure 01 : courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux

Annexe IV : Resultats des diametre des zones d’inhibition obtenus

y = 0,8572x + 0,0688
R² = 0,99942
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Annexe VI : corrélation entre le taux de polyphénols totaux et l’activité
antibactérienne des différents extraits

Annexe VI : matrices de corrélations

Figure 1 : Corrélations significatives marquées à P ˂0,01 

Figure 2 : Corrélations significatives marquées à P ˂0,001 
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Figure 2 : Corrélations significatives marquées à P ˂0,05 
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Tableau V: Caractères bactériologiques, biochimiques, et pouvoir pathogène des

différentes souches bactériennes testées.

SOUCHES Caractères

morphologiques

Caractères

biochimiques

Pouvoir pathogène Références

Bacillus subtilis Bâtonnet, Gram+,
mobile,
sporulé

Catalase (+),
Nitrate (+),
mannitol (+),
Glucose(+), gaz(+)

Pathogènes opportuniste,
Isolé chez l’homme, lors

d’endocardites, de

pneumonies, de septicémies et

bactériémies responsable de

quelques cas de toxi-

infections alimentaires

Singleton et

sainsburry,

(1984)

Escherichia coli Bacille, Gram (-),
Asporulé,

habituellement

mobile

Lactose (+),

glucose (+),

indol(+), H2S(-),

uréase (+)

Hôte naturel du tube digestif

de l’homme, à raison de 107-

109UFC/mg de selles,

provoque des infections

urinaires, infections

abdominales, infections

intestinales.

Hart et

shears, (2006)

SARM Coque , Gram(+),

formant un amas,

immobile, non

sporulé, pigment

caroténoïde

Coagulase (+),

DNAse (+),

catalase (-),

mannitol(+),uréase

(+), nitrate+)

Provoque plusieurs infections

dont celle de la peau, des

muqueuses, ainsi que des

septicémies, et des toxi-

infections alimentaires

Singleton et

sainsburry ,

(1984)

Salmonella tiphy Bacille, Gram(-),

Mobile,

Lactose (-),
Gaz(-), glucose
(-),
H2S (-)

Cause des septicémies (fièvre

typhoïde et paratyphoïde),

toxi-infection alimentaire, et

rarement des infections

urinaires, pulmonaires, et

méningites

Vibrio cholerae Bacille incurvé,

Gram(-), mobile,

halotolérant,

Glucose(+),gaz(-) ,

lactose(-), catalase

(+), nitrate(+)

cause le cholera (maladie

contagieuse), et est

responsable de pathologie

digestives :gastro-entérites,

diarrhée

AVRIL et al.,

(1992)

Listeria innocua Petite bacille

droite,Gram (+),

non sporulé, non

capsulé, , mobile

entre 20-28C°

Nitrate(-), glucose

(+), uréase(-),

mannitol (-),

lactose (+)

Pas de pouvoir pathogène

connu



Résumé :

L’objectif de ce travail, est d’évaluer l’activité antibactérienne de quatre extraits
d’algue marine : Ulva intestinalis, Ulva lactuca, Halopteris scoparia, Ceramium
virgatum,de la cote de Bejaia, obtenus par extraction de liquide sous pression
(PLE) et ce vis-à-vis des différentes espèces bactériennes ayant une grande
importance en industrie alimentaire.les teneurs les plus élevé en composées
phénoliques totaux sont obtenus par les extraits éthanol/eau pour les extraits
d’algue brune a savoir : Halopteris scoparia (A) (42,97 mg Eq.AG/g de poudre
sec), Halopteris scoparia (B) (30.79 mg Eq.AG/g d’extrait), Halopteris
scoparia (c) (28,16 mg Eq.AG/g de poudre), les plus faible teneurs en ces
composés sont obtenus par l’extrait aqueux de U.intestinalis avec un taux de
9.85 mg Eq.AG/g.L’activité antibactérienne des extrait d’algues montre que la
plus part des souches bactérienne testées sont sensibles aux extraits des quatre
algues. Une activité antibactérienne modérée est notée pour les deux différents
extraits de Halopteris scoparia (C) et(B), il n’y a pas de remarquable différence
concernant la susceptibilité des Gram positif et Gram négatif vis-à-vis des
différents extraits. Les algues brunes se sont avérées être les plus riche en
composées bioactifs.

Mots clés : Algues marines-activité antibactérienne, polyphénols totaux
composes bioactifs - PLE

Abstract:

The aim of the present study is to evaluate the antimicrobial activity of four
extracts of seaweeds : Ulva intestinalis, Ulva lactuca, Halopteris scoparia,
Ceramium virgatum, collected along the coast of Bejaia and obtained by using
pressurized liquid extraction method (PLE) , against different microorganisms
having a great importance in food industry .The highest levels of total phenolic
compounds were obtained by the ethanol/water extract of the brown algae
extract :Halopteris scoparia (A) (42,97 mg Eq.AG/ of dry extract) .The lowest
levels of these compounds were obtained by the aqueous extract of U.intestinalis
with 9.85 mg Eq.AG/g. The antimicrobial activity of the algae extracts shows
that most tested bacterial strains were sensitive to the extracts from the four
algaes .A moderate antimicrobial activity was noted for both extracts of de
Halopteris scoparia (C) and (B). There is no notable difference in the
susceptibility of Gram positive and Gram negative toward the various extracts.
The brown algae have been found to be the richest in bioactive compound.

Keywords:

Seaweeds-antimicrobial activity- total phenolic contents- bioactif compounds- PLE
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