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I ntroduction

Les algues marines forment la principal e végétation des mers et des océans. Elles sont
représentées par un nombre considérable de familles du sous-regne thallophyta. (Sirbu et al.,
2006). Elles sont regroupées en trois divisions a savoir Chlorophyta, Phaeophyta et
Rhodophyta (Adaikalaraj et al., 2012), elles occupent une place importante dans le milieu
marin avec plus de 150 000 especes appartenant a tous les niveaux évolutifs (Oumaskour et
al., 2010), elles sont largement distribuées dans les régions c6tiéres de beaucoup de continents
(Manivannan et al., 2011).

Les algues marines synthétisent une grande variété de métabolites secondaires
chimiquement actifs, qui sont utilisées pour la défense contre |es autres organismes prédateurs
ou colonisateurs. Ces métabolites de défense sont produits par plusieurs espéces de macro et
micro algues marines qui constituent un énorme réservoir de molécules naturelles
potentiellement actives (Blunt et al., 2009; Youneset al., 2009).

De nos jours, il émerge une grande tendance pour les aliments fonctionnels ce qui a
mené ala recherche de nouveaux ingrédients alimentaires. Dans cette esprit la possibilité de
remplacer les conservateurs de synthése par des substances d’origine naturelle regoit un grand
intérét (Santoyo et al., 2009). Ces conservateurs naturels sont préférentiellement recherchés
chez les organismes marins, spécialement dans les algues qui ont la capacité de synthétiser
des métabolites bioactifs (Gonzdlez del Val et al., 2001). En effet ces métabolites
secondaires possedent des activités biologiques telles qu’antibactérienne (Chiheb et al.,
2009; Bouhlal et al., 2010), antivirde (Bouhlal et al., 2010a; Bouhlal et al., 2010b),
antifongique (Pflugmacher et al., 2007; Jayaraj et al., 2008) , antiallergique (Bourgou et
al., 2008), anticoagulante (Donadieu, 1985), anticancéreuse (Kong et al., 2009) et des
activités antioxydantes (Devi et al., 2011 ; Santoyo et al., 2009).

Dans le cadre de la recherche sur les algues marines, Il existe peu de données et
d’études évaluant le potentiel antimicrobien de ces algues en Algérie. L’objectif du présent
travail est de mettre en évidence in vitro I’activité antibactérienne des extraits de trois espéces
d’algues : Ulva lactuca, Ulva intestinalis et Halopteris scoparia de la cbte de Beaia
(Algérie).
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Notre approche expérimentale ayant pour objectif d’étudier I’activité antibactérienne
des extraits phénoliques des trois especes d’algues récoltées obtenues en utilisant différents
solvants, elle s’articule comme suit :

> Extraction des composes phénoliques des espéces récoltées en utilisant plusieurs
solvants d’extraction (polaires et apolaires),
» Dosage colorimétrique des composés phénoliques des extraits récupérés,

» Evaluation de leurs activités antibactériennes.
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| .Généralitéssur lesalgues marines
[.1. Définition

Les algues sont des organismes photosynthétiques pluricellulaires appartenant au
groupe des végetaux inférieurs qui congtituent un ensemble hétérogéne (Gayral, 1975;
Staudt, 2002). Ils présentent un appareil végétatif peu évolué sous forme d’un thalle (sans
racines, ni tige, ni feuilles) (Lobban et al., 1985; Jung et al., 2012), qui comporte souvent
des crampons, un stipe et une fronde ressemblant respectivement aux racines, a latige et aux

feuilles des plantes supérieures (Afli, 2005).

Les algues en général, sont des végeétaux typiquement aguatiques qui jouent un role
primordial dans le maintien de I’équilibre écologique du milieu aguatique. L’ensemble du
groupe algal est caractérisé par la présence d’un pigment vert: la chlorophylle (Donadieu et
al., 1985; De Reviers, 2002). Ce sont donc des: « Thallophytes eucaryotes, chlorophylliens
(Gayral, 1975)

Les algues marines poussent en abondance dans des eaux de mers allant jusqu'a 180
metres de profondeur, dans les estuaires, les eaux douces courantes et dans les eaux
stagnantes (Kumar et al., 2009; Manivannan et al., 2009). Les agitations hydrauliques, les
courants, la composition chimique de I’eau (la salinité, le pH, I’oxygéne et les sels nutritifs),
I’association avec d’autres espéces (Algues épiphytes ou épizoiques), le substrat, la
température et la lumiére ont une influence sur leur comportement, leur croissance, ainsi que

sur leur répartition (Donadieu et al., 1985; Manivannanet al., 2009; Jung et al., 2012).

|.2. Diversités et classification

Les algues sont des végétaux inferieurs les plus anciens, dont on dénombre plus de
25000 variétés. Elles sont récoltées dans les milieux aquatiques (eau douce ou saline) et se
classent en différentes catégories selon leurs pigments (Sze, 1993; Demoulain et Leymergie,
2009 ; Wijesinghe et jeon, 2012; Jung €t al., 2012). Le tableau | représente les différentes
classes des algues marines ainsi que leurs descriptions.
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Tableau |: Classification et description des algues marines (Staudt, 2002; Daviset al.,
2003 ; Jung et al., 2012).

Embranchement Classe Pigment Description

Algues vertes. sont le groupe

Chlorophylleab; | d’algues le plus diversifié avec
a-, B- et y-caroténes | environ 17000 espéces qui vivent
Chlorophycophytes | Chlorophycées et plusieurs dans des habitats tres variés. La
xanthophylles grande majorité est aquatiqgue mais
il y aauss des spécialités terrestres
gui occupent les surfaces humides.

Algues brunes. sont des algues
annuelles dont on dénombre 1500
Chlorophyllea,c; | espéces.  Presque  entiérement

B-caroténe et marines avec une répartition
fucoxanthine et principale dans les mers tempérées
Phéophycophytes Phéophycées pluseursautres | et froides. En général ce sont des

xanthophylles algues fixées a un substrat. Elles
forment des prairies importantes sur
les cotes rocheuses

Algues rouges: sont des agues
annuelles, trés diversifiées avec
5000-6000 espéeces réparties dans
environ 680 genres. Elles sont
Chlorophylle a particulierement abondantes dans

(quelque les eaux tropicales. Ce sont en

Florideophyceag); | majorité des agues marines

r- et c- macroscopiquesd’une structure

phycocyanine, assez complexe qui vivent sur le

Rhodophycophytes | Rhodophycées alophycocyanine; | littoral, fixées sur un substrat
r- et b- (rochers ou autres organismes).ll

phycoérythrine. a- | existe également quelques espéces
et B-carotene et microscopiques (unicellulaire ou en
plusieurs filament) et des espéces flottantes.
xanthophylles Certaines  espéces  parasitent
d’autres algues rouges ou vivent en
symbiose avec des hétérotrophes
(ex.Foraminiferes).

|.3. Composition chimique

Les macroalgues sont significativement différentes des plantes terrestres selon leur
composition chimique, physiologique ainsi que leurs caractéristiques morphologiques. (Jung
et al., 2012).

La composition chimique des algues marines n'est pas aussi bien connue que celle des
plantes terrestres mais elles sont réputées pour étre riches en glucides, en protéines, en

minéraux, oligominéraux ( potassium, zinc, manganese, fer, brome et iode), lipides, vitamines
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(excellente source de vitamines telles que A, B, Bg, B12, C, D et E), acides gras polyinsaturés
et ainsi que des composés bioactifs tels que les polyphénols. (Dhargalkar et Pereira, 2005 ;
Marfaing et Lerat, 2007; Dhargalkat et Verlecar, 2009; Gupta et al ., 2011).

Par rapport a la biomasse terrestre, les macroalgues sont naturellement riches en eau
(70-90% poids frais), en minéraux tels que les métaux (10-50% poids sec), en fibres (33- 61%
poids sec) et en glucides (20-60%poids sec). En revanche, ils sont pauvres en lipides (1-5%
poids sec), ce qui en fait des composants parfaitement appropriés d’une alimentation saine et
équilibrée.(Demoulain et Leymergie, 2009 ; Jung et al., 2012).

Lateneur en nutriments varie en fonction des espéces, lalocalisation géographique, la
saison et latempérature (Kumaret al., 2009; M anivannan et al., 2009).

|.4. Utilisation en alimentation humaine

Il'y a plus de 40 ans que I’industrie agro-alimentaire a découvert les propriétés
physico-chimiques des algues. (Demoulain et L eymergie, 2009).

La quantité d’algues produites annuellement par culture ou récoltées dans le monde
était de I’ordre de 16 millions de tonnes d’algues fraiches en 2010 (Jung et al., 2012). La

figure 1 représente la répartition de la production mondial e des algues marines

Les algues constituent une source encore sous-exploitée de nouvelles molécules

intéressantes pour |'agroalimentaire comme neutraceutique. (Misurcova et al., 2011).

Europe
-0, 01% g
/ Asie \
I = 9D99% f
Arnerigue
= 0,5% /S Afrigue |
/ A | = 0,59% Ocganie
\_ =0, 1%~

Figure 1 : Répartition de la production mondiale en 2009 (source: CEVA) (Balay et al.,
2012).

Les producteurs principaux des algues marines sont la Chine, la Corée et le Japon.

Cette production est majoritairement destinée a I’alimentation humaine directe qui représente
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99 % de la production mondiale. (Marfaing et al., 2007; Demoulain et Leymergie, 2009;
Dhargalkat et Verlecar, 2009).

L'utilisation des algues marines dans |'aimentation humaine se développe fortement.
On les retrouve notamment dans le domaine de la diététique ou ce sont leurs qualités
nutritionnelles qui sont exploitées. Elles possedent également des propriétés organol eptiques
intéressantes qui peuvent étre utilisées pour développer de nouveaux produits. C'est en
particulier le cas des arbmes (Brault et al., 2003).

Actuellement les principales utilisations industrielles se font autour des substances
gélifiantes. On utilise les alginates qui proviennent des algues brunes et plus particuliérement
des laminaires, ainsi que les carraghénanes et les agars qui proviennent des algues rouges pour
leur important pouvoir géifiant. Ils permettent la formation de gelée (Naegelé et Naegelé,
1967). lls sont plus connus par leur code alimentaire de E401 a E407.Chacun de ces numéros
de code correspondant a un extrait bien déterminé possédant une composition chimique et des
propriétés bien précises (Demoulain et Leymergie, 2009).

Les algues sont aussi utilisées pour leurs qualités d’épaississants, capables
d’augmenter la viscosité des préparations industrielles ainsi que de stabilisants pour maintenir
la qualité des denrées en les conservant de maniére optimale ou en intensifiant leurs couleurs
(Demoulain et Leymergie, 2009).

Il est intéressant de mentionner que ce sont des plantes a usages multiples. Mis a part
leur utilisation comme engrais ou comme aliment du bétail (Venugopal, 2009), les algues
fournissent des hydrocolloides recherchés par les industries: agroalimentaires (produits
laitiers, charcuterie, conserves de viande, ...), pharmaceutiques (comprimés, pansements
gastriques, éponges hémostatiques, ...€tc.) ainsi que dans d’autres domaines (cosmétologie,
industries textiles, papeterie, ...etc.) (Staudt, 2002).

|.5. Autorisation d’emploi

De nombreux extraits d’algues interviennent dans I’industrie alimentaire comme
additifs a visée essentiellement leurs principal es caractéristiques gélifiantes.

En effet, ces additifs sont trés utilisés dans la préparation de nombreux aliments et
figurent sur les emballages sous les codes E401 a E407, chacun de ces numéros de code
correspond a un extrait bien déterminé possédant une composition chimique et des propriétés
bien précises qui doivent étre respectés pour I’utilisation alimentaire. Le tableau Il représente

guel ques-unes des caractéristiques essentielles de ces additifs (Donadieu et al., 1985).
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Tableau Il : Principaux additifs dérivés des algues utilisés par I’industrie alimentaire.

(Donadieu et al., 1985; Demoulain et L eymergie, 2009).

Code Nom d’additif Fonction Algues Utilisation
producteurs
E401-E405 Alginate Stabilisant Algues brunes | -Glaces et crémes glacées.
Epai ssissant -Produits pour pétisseries
-Boissons
-Confitures
E406 Agar —agar Gélifiant Alguesrouges | -Produitslaitiers acides
Epai ssissant -Glagages en pétisseries
-Sauces et sauces salades
-Dessertslaitiers
Carraghénanes | Stabilisant Alguesrouges | -Laitschocolatés
E407 Epai ssissant - Conserves de viande

|1. Les composés phénoliques des algues marines

[1.1.Définition

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires. Ils sont synthétisés au
cours du développement normal ainsi qu’en reponse aux conditions du stress telles que les
infections, les blessures, entre autres les rayonnements UV (Naczk et Shahidi, 2004; Naczk
et Shahidi, 2006), ils représentent un groupe de composés chimiques existant a la fois dans
les plantes terrestres et dans les macrophytes aquatiques (Toth et Pavia, 2001), ce sont des
COMPOSES Non azotés ayant un noyau aromatique lié a un ou plusieurs groupes hydroxyles,

libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthyle, ester, sucre...). (Padda,

2006).

I1.2. Structure et classification

Les algues marines sont connues pour leurs compositions en bromophénols simples
synthétisés sous forme de métabolites secondaires qui sont: le 2,4-di-bromophénols et le
2,4,6-Tri-bromophénols (Flodin et Whitfield, 1999; Hassenklover et Bickmeyer, 2006).

Les figures 2 et 3 représentent les structures chimiques des bromophénoles et |e tableau 111

représente les composés hal ogénés des algues marines.
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Br

Br Br
OH

a)
Figure 2: Structure chimique des composés halogenes: a) 2,4,6-tribromophenol et b)
(Retz de Carvalho et Roque, 2004 ; Crozier et al., 2006).

Tableau |11 : Composes halogénés des algues marines

Type d’algues Composes halogens References

Rhodomelaceae sont les plus| Retz de Carvalho et
Alguesrouges | riches en bromophénols Tel que | Roque, 2004; Zhao €t al.,
les haloterpénes, les mono et les | 2004; Oh et al.,, 2008;
oligobromophénols Wang et al., 20009.

Ulva lactuca contient une
concentration trées élevée en | Flodin et whitfield, 1999;
Alguesvertes bromophénols: (2-BP, 4-BP, 2,4- | Gribble, 2000.

DBP, 2,6-DBP

Ne sont pas riches en
bromophénols, on peu trouver le
2,3-dibromo-4,5-al cool Retz de Carvalho et
Alguesbrunes | dihydroxybenzyl (lanosol) qui | Roque, 2004.

existe chez certans genres
(Halopithys)

BP : bromophénol

Les algues brunes contiennent des polyphénols appel és phlorotannins, ces polyphénols
algaux dérivent d'unités phloroglucinol (1,3,5- trihydroxybenzene) (Koivikko et al., 2005;
Iken et al., 2007; Ikenet al., 2009; Gupta et al., 2011) qui est un produit de la voie
d’acétate-malonate (Tar gett et al., 1995; Koivikkoet al., 2005; Athukorala et al., 2006).
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En fonction du type de liaisons qui relie les monomeéres entre eux et le nombre de
groupes hydroxyle, les phlorotannins se classent en six grands groupes de composes:
phloroéthols, fucols, fucophloroéthols, fuhalols,isofuhalols et eckols (Maschek et Baker,

2008). Lafigure 4 représente la structure de base des phlorotannins et quel ques phlorotannins

HO OH MO~ OH HO_ -~ OH HO /\ OH
| = [ ou TI
A A, A
e Y o A0TY
OH || ] ow
. NF
(i) OH oK HO” 7
OH
Phloroclucino! Isofuhalols (k) Fucols (j)

Figure 3: Structure de base de phlorotannins (i) et de quelques phlorotannins (k) et (j)

(Maschek et Baker, 2008).
les algues marines sont riches aussi en composés sulfatés, en terpenes, en pigments

caroténoides tels que les fucoxanthine et |'astaxanthine et en stérols (Gupta et al., 2011a).

[1.3. Propriétésbiologiques

De nombreuses études épidémiologiques et cliniques ont démontré I’effet prometteur
de I’utilisation des préparations a base d’algues en phytothérapie. En effet, ces végétaux ont
une action hypochol estérol émiante, anticoagul ante (Donadieu, 1985), antibactérienne (T Giney
et al., 2006 ; Patra et al., 2008), antivirale (Bourgou et al., 2008 ; Plaza et al., 2008), anti-
tumorale (Heo et al., 2005), antifongique (Pflugmacher et al., 2007; Jayaraj et al., 2008),
anti-oxydante (Kuda et al., 2005; Edeas, 2007; Zahra et al., 2007), anti inflammatoire,
antiallergique et antithrombotique (Bourgou et al., 2008). Le tableau 1V illustre les effets des

différents composeés bioactifs des algues marines
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Tableau IV : Effet de différents composés bioactifs d'algues marines sur la santé humaine.
(Gupta et Abu-Ghannam,2011).

Espéces d’algues Composés actifs Composés spécifiques | Propriétés exer cées
Fucus evanescens Fucoidan Anti tumoral et anti
métastatique
Fucus vesicularis Fucan Inhibition du virus
aviaire RT,
Galactofuranes antithrombotique
Laminaria japnica Laminarine Antiapoptose
Undaria pinnatifida Polysaccharides Antivirde
sulfatés
Ecklonia cava Phlorotannin Dieckol Effet blanchissant
Eisenia arborea Phlorothannin Phlorofucofaroeckol-B Antidlergique
Pelvetiasiliquosa Phlorothannin Fucostérol Antidiabétique
Ecklonia cava phlorothannin |oscinodehydroeckol Anticancéreux

[11. Activité antibactérienne

Les composés phénoliques sont de forts agents antibactériens, ils agissent a des
concentrations de I’ordre de microgrammes par millilitre. L’action des composés phénoliques
sur les souches bactériennes peut étre bactériostatique ou bactéricide. Ces composes peuvent
agir directement sur les microorganismes en attaguant des cibles privilégiées, comme ils
peuvent inhiber leurs systemes de résistance aux antibiotiques restaurant ainsi I’activité de ces
derniers (Hemaiswarya et al., 2008; VanVuuren, 2008).

[11.1.Mode d’action des composés phénoliques

Wang et al. (2009) ont proposé que le mécanisme d’action antibactérien des
composes phénoliques des algues puisse étre similaire au mécanisme des tannins de la plante

terrestre en raison de la similitude de leurs roles dans I'évolution des plantes. Aingi, les
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moyens dinhibition antibactérienne possibles pourraient ére expliqués par I'inhibition des
enzymes bactériennes extracellulaires ou par la privation de substrat nécessaire pour la
croissance ou l'inhibition directe de la phosphorylation oxydative (Gupta et Abu-Ghannam,
2011a).

[11.1.1.Action sur lastructuredela paroi et sur lamembrane

Les polyphénols entrainent un changement de perméabilité de la paroi cellulaire
bactérienne par liaison avec les ions Ca®* qui rentrent dans sa structure. La synthése de la
paroi cellulaire est inhibée par la pénétration des tanins condensés a I’intérieur de la cellule
bactérienne qui provoque des réactions avec un ou plusieurs composants intracellulaires
(Jones et al ., 1994; Calsamiglia et al., 2007; Gupta et Abu-Ghannam, 2011b). L’attaque
des parois et des membranes cellulaires des microorganismes par les composeés phénoliques se

traduit par lalibération des constituants intracellulaires.

En outre, I'interférence avec les fonctions de la membrane telle que la perturbation du
transport d'électrons, |'absorption de nutriments, la synthese d'acide nucléque et |'activité des
enzymes membranaires a également été considéré comme un mode d'action (Gupta et Abu-
Ghannam, 2011a)

[11.1.2.Formation des complexes avec les protéines extracellulaires

Les flavonoides sont des substances antimicrobiennes efficaces contre divers
microorganismes, leur activité est probablement due a leur capacité de former un complexe
irréversible avec les protéines extracellulaires solubles, menant souvent a I’inactivation de la
protéine et lapertedesa fonction (Cowan, 1999; Ullah et Khan, 2008).

L’action des flavonoides sur la cellule bactérienne est pléiotropique, c’est a dire qu’un
méme composé peut agir sur différentes cibles. Les flavonoides peuvent cibler la paroi
bactérienne, la membrane cytoplasmique, inhiber la synthese de I’ADN et interférer avec des
voies métaboliques (Cushnie et Lamb, 2005).

Ainsi, les composés phénolique actif peuvent avoir plusieurs objectifs invasives qui
pourraient conduire a l'inhibition des bactéries (Schulz et al.,1992; Bajpai et al., 2007).

Nagayama et al. (2002) ont rapporté que les interactions de phlorotannins avec des protéines

11
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bactériennes peuvent jouer un rdle important dans leur action bactéricide des phlorotannins
(Gupta et Abu-Ghannam, 2011b).

[11.3.Les facteurs influencant I’action antibactérienne des composeés
phénoliques

L’action antimicrobienne des composés phénoliques est sous la dépendance d’un certain
nombre de facteurs qui la favorisent ou I’inhibent. Ces conditions dépendent de la bactérie
elleméme, de I’agent antimicrobien et enfin de I’environnement (Leclerc et al., 1983;
Russell., 2003).

I11.3.1.Nature et é&at physiologique du microor ganisme

Toutes les espéces ne sont pas également sensibles vis-a-vis d’une substance ainsi un
agent antimicrobien est caractérisé par son spectre d’activite, c'est-a-dire le nombre d’especes
vis-avis desquelles son pouvoir bacteriostatique ou bactéricide s’exerce (Leclerc et al.,
1983).

Selon Maillaird (2002), I’activité antibactérienne des phénols varie considérablement

selon le type de microorganismes (Russell., 2003)

D’aprés le Comité National de Standardisation Clinique des laboratoires (NCCLS), la
taille de I’inoculum est considérée comme le facteur le plus important dans I’activité

antimicrobienne (Cushnie, 2005).

L’état physiologique de la bactérie joue aussi un grand role : les microorganismes sont
plus sensibles en phase exponentielle qu’en phase stationnaire vis-avis des antimicrobiens
(Guiraud, 2003).

[11.3.2.Nature et concentration en composés phénoliques

L’activité de certains composés phénoliques dépend de leur stabilité, de leur solubilité
dans le milieu, de leur pouvoir de contact et d’agression vis-a-vis du microorganisme ainsi
que de leur mécanisme d’action. Le taux de létalité des cellules bactériennes sera
proportionnel a la concentration des composes phénoliques, I’augmentation de la
concentration en polyphénols accroit la vitesse de destruction des bactéries. En effet, les
composes phénoliques peuvent étre bactériostatiques a une concentration x et bactéricides a

12
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une concentration 2x, mais au-dela d’une certaine concentration I’activité bactéricide n’est
plus augmentée (Leclerc et al., 1983 ; Bae et al., 1993 et Rousaline et al., 2012)

[11.3.3.Environnement

L’environnement peut influencer considérablement I’efficacité des agents antimicrobiens

(Guiraud, 2003), il conditionne I’activité des composés phénoliques, il s’agit de :

Latempérature
La température peut augmenter ou inhiber I’activité antimicrobienne des composés
phénoliques. En effet, ces composés perdent leur activité a une certaine température. (Leclerc
et al., 1983; Guiraud, 2003; Russell, 2003).

L a présence de matiére organique
La présence de matiére organique dans le milieu peut réduire I’efficacité d’un agent
antibactérien, elles peuvent soit se combiner avec lui pour former des composés inactifs, soit
I’absorber et diminuer ainsi sa concentration, soit le précipiter et I’éliminer (Cushnie et al.,
2005)
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|. Matéridl végétal

Les agues marines faisant I’objet de cette étude sont au nombre de trois. Deux
Chlorophycophytes (Ulva intestinalis et Ulva lactuca) et une Phéophycophyte (Halopteris
scoparia). Ce sont des algues tres communes sur les cotes méditerranéennes.

Ces dernieres sont collectées a partir d’une seule plage de la wilaya de Bejaia, durant
le mois de Mars 2012 a la plage dite EL’ach El-bez, située a environ 22 Km a I’ouest de la
ville de Begjaia, (36° 49°58,06 N, 4° 58’ 05,17°" E) (figure 5). C’est une station caractérisée
par un substrat rocheux et un mode moyennement battu a calme (figure 5). La température de
I’eau le jour de la récolte était de 17°C. Les échantillons ont été transportés au laboratoire
dans des sacs en polyéthylene. Ces algues ont été identifiées au niveau du laboratoire de
cryptogamie a I’université Abderrahmane Mira de Bejaia (UAMB). Les photographies des
espéces d’algues marines récoltées sont présentées dans la figure 6 avec une description de
ces espéces dans letableau V.

Figure 4 : Photographie de la station de recolte (EL’ach El Baz) (Bejaia)

Ces échantillons ont été nettoyés par lavage avec de I’eau douce afin d’éliminer les
épiphytes, les nématodes et toute autre matiere suspendue qui pourrait influencer I’évaluation
des activités biologiques, et les crampons sont enlevés. Un dernier lavage avec de I’eau
distiliée a été effectué. Elles ont été par la suite sechées a température ambiante et a
I’obscurité pendant plusieurs jours, Apres le séchage, le matériel végétal destiné a I’extraction

des composées phénoliques est broyé a I’aide d’un broyeur éectrique (Kika Labortechnik) en

e
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poudre de granulométrie plus ou moins fine. Le broyat est tamisé, permettant I’obtention
d'une poudre fine a particules de granulométrie inférieure a 200 um. Les poudres sont mises
dans des flacons opaques et conservés dans un endroit sec.

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

I'extraction de taux importants de composés phénoliques.
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Tableau V : Caractéristiques botaniques des quatre espéces d’algues marines récoltées.

Figure 5: Photographies des
especes d’algues marines
récoltées.

Description

Classification

(Cabioc’h et al, 1992)

Ulva lactuca

Algue verte avec un thalle en
formes foliacées irrégulieres,
guelques fois lobées et
découpées, a consistance
relativement ferme, composees
de deux couches de cellules
accolées, et fixées au substrat
par un petit disque.

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

-~ -

Ulva intestinalis

Algue verte avec un thale en
forme de tubes,

plus au moins ramifiés,

aplatis et  parfois rubanés,
Tube creux formé d'une seule
couche de cellules.

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

\

J

Halopteris scoparia

Halopteris c’est une Algue
brune avec un thale arbustif a
axe segmenté et souvent
ramifie possede de nombreux
ramoules disposes radial ement,
rugueux. La croissance du
thalle se fait a partir d’une
grosse cdllule appel ée sphacéle
et leur fixation se fait par les
rhizoides.

Régne : Plantae
Division: Pheophyta
Classe: Peophyceae
Ordre: Sphacelariales
Famille:
Stypocaulonacées
Genre: Halopteris

[1. Extraction des composes phénoliques

Les polyphénols sont extraits par macération de 10g de poudre d’algues dans 100 ml
de chague solvant a savoir : méthanol, éthanol, acétone, hexane, chloroforme, acétate

d’éthyle, di-éthyle éther et I’eau, sous agitation pendant 2 heures. Aprés I’agitation la solution
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est centrifugée (centrifugeuse NUVE NF 200) & 1500g pendant 10 minutes, le surnageant est
récupéré et filtré par le papier filtre Wattman standard. Le filtrat de chague solvant est
récupéré dans un bécher, ils sont ensuite incubés a I’étuve (BINDR WTB) de 40°C pour
I’évaporation totale des différents solvants. Puis I’extrait sec de chaque solvant est
reconstitué a une concentration de 100 mg/ml dans du méthanol 80%. Les extraits obtenus

sont conservés dans des flacons fumés a 4°C jusqu'a utilisation ultérieure. (Cox et al., 2010)

[1.1. Déter mination du rendement
Le rendement en extrait sec est détermineé par la différence entre le poids du bécher
avec I’extrait sec et celui du bécher vide.

Le rendement d’extraction est calculé comme suit :

RE% = (P1 - P) / E x 100

Po —» Poids du bécher vide (mg).

P. —» Poidsdu bécher apres évaporation (mg).

E —» Poids de I’échantillon (mg)

RE% —» Rendement d’extraction exprimé en pourcentage.
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Algue | Feuilles .
ambiant

Séchage a I’air

A 4

Poudre des
feuilles

|

A 4

Tamisage

| 10g de Poudre <200 pm |

Broyage al’aide d’un Broyeur
éectrique

100ml du solvant

|

Agitation pendant 2h

(macéyation)

\ 4

Centrifugation

a1500g/10min

Extrait (filtrat) |

A

y

Evaporation a

I’étuve a 40°C

A

y

Reconstitution par le méthanol 80%

|| Extrait d’algue ||

Figure 6 : Protocole d’extraction des composés phénoliques (Cox et al., 2010).

18



Partie expérimentale Matériel et méthodes

[11. Dosage des composés phénoliques
[11.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques totaux, des extraits d’algues préparés ci-dessus,
est déterminée par une méthode spectrophotomeétrique décrite par Kuda et al., (2005). Cette
méthode dérive de la méthode de Owen et Jonh’s, (1999) qui  est basée sur la réaction
des composés phénoliques avec le réactif de Folin-Ciocalteu, ce réactif est constitué par
un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique
(H3sPMO1204). Il est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de
tungstene et de molybdene, selon certains auteurs la couleur dépend du nombre de
groupements hydroxyles et de leurs positions dans |es molécules. La coloration produite, dont
I’absorbance maximale est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans |l es extraits veégétaux (Riber eau-Gayon et al., 1968).

0,8 ml d’une solution de Folin-Ciocalteu a 10 % sont ajoutés a 0,4 ml d’extrait. Apres
3 minutes d’incubation a I’obscurité, 1,6 ml d’une solution de carbonate de sodium (Na,COz)
a 10 % sont ajoutés. Ce mélange est laissé a I’obscurité pendant une heure a température
ambiante. Des mesures dabsorbance sont enregistrées a 750 nm en utilisant un
spectrophotometre (Kuda et al., 2005).

La catéchine est utilisée pour la préparation de la courbe standard. Les résultats sont

exprimeés en équivalent mg de catéchine par gramme d'échantillon sec.
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400 pl d’extrait (10ul de I’extrait +
390p! de méthanol pure)

212

Ajout de 800 pl de la solution du
réactif de Folin-Ciocalteu a10 %

e

Méange et incubation a I'obscurité a
et atempérature ambiante pendant 3
min

12

Ajout de 1,6 ml de carbonate de
sodium (NaxCO3) a10 %

I

Bien mélanger et incuber a I'obscurité
et atempérature ambiante pendant 1 h

112

Mesure de I’absorbance a 750 nm

Figure 7 : Protocole du dosage des composeés phénoliques totaux.

(Kuda et al., 2005),
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I11.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides forment un complexe jaunatre par chélation des métaux (le fer
et I’aluminium), en perdant deux électrons, il s’unit a deux atomes d’oxygéene du

composé phénolique qui est dans ce cas donneur d’électrons (Ribéreau-Gayon, 1968).

Lateneur en flavonoides dans les extraits est détermineée par spectrophotométrie, selon
la méthode de Djeridane et al., (2006) basée sur la formation d'un complexe flavonoide-

aluminium, ayant un maximum d’absorbance a 430 nm.

1,5 ml d'échantillons dilués sont mélangés avec 1,5 ml d’une solution de chlorure
d'auminium (AICl3) a2%. Apres incubation a I’obscurité et a température ambiante pendant
15 min, I'absorbance du mélange est mesurée a 430 nm avec un spectrophotomeétre UV -Vis
(UNICO 1200).

La quercétine est utilisée comme standard pour |a courbe d'éalonnage (annexe |), et
les teneurs en flavonoides sont donc exprimées en équivalent mg de quercétine par gramme

de poudre.

1500 pl d’extrait dilué (1480 de
méthanol + 20pl de I’extrait)

=)=
Ajout de 1500 pl de la solution de
chlorure d'aluminium (AICl3) a2%

—

I

Mélange et incubation al'obscurité et
atempérature ambiante pendant 15
min

“ Mesure de I’absorbance a 430 nm “

Figure 8 : Protocole du dosage des flavonoides Djeridane et al., (2006).
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V. Etude de I’activité antibactérienne des extraits d’algues
IV.1. Les souchestests

Les germes qui ont fait I'objet des tests antibactériens font partie des microorganismes
rencontrés en pathologie humaine, ces germes sont fournis standardisés par le Laboratoire de

Microbiologie Appliquée (L.M.A) de IPUAMB. Le tableau VI montre les souches
bactériennes tests.

Tableau VI : Caractéristiques des souches bactériennes étudiées

Souches bactériennes Références Gram
Bacillus subtillis ATCC 6633 +
Escherichia coli ATCC 25922 -

Saphylococcus aureus ATCC 43300 +

(SARM)
Pseudomons aeruginosa ATCC 27853 -

ATCC: Américain Type Culture Collection.
SARM : Saphylococcus aureus Résistante ala M étheécilline

IV.2. Préparation desinocula
Les souches bactériennes ont été ré-isolées sur gélose sélective a savoir le milieu

Chapman pour SARM et Hecktoene pour E. coli et la gélose non sélective PCA pour Bacillus
subtilis et Pseudomonas aeruginosa. Quelques colonies (2- 8) ont été prélevées d’une culture
de 18 a 24 heures tout déponds des souches et ont été diluées dans 9 ml d’eau physiologique
stérile. Les suspensions bactériennes ont été gjustées par spectrophotométrie a différentes
longueurs d’ondes pour obtenir un inoculum de 10’ UFC/ml (Nayeemulla et al., 2006).
I'V.3. 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) avec quelques modifications. Le milieu gélosés Mueller-
Hinton a été ensemencé par écouvillonnage par des inocula bactériens standardisés (10’
UFC/ml). Des disques stériles de papier filtre ayant un diamétre de 6mm ont été déposés

22



Partie expérimentale Matériel et méthodes

aseptiquement sur la gélose ensemenceée et ont été immédiatement imprégneés par un volume
d’extraits d’algues de 20ul ayant une concentration de 100mg/ml ensuite les boites sont mises
a4°C/2h pour ladiffusion. Le méthanol 80% a été utilisé comme témoin négatif.

V. Déermination des concentrations minimales inhibitrices sur milieu
solide (CM1)

La CMI est définie comme la plus faible concentration inhibant toute croissance
bactérienne visible a I’ceil nu, aprés 18 a 24 heures d’incubation (Caquet, 2004). La CMI des
extraits méthanoliques des souches tests est déterminée par la méthode de dilution en milieu
solide décrite par Tuncel et Nergiz (1993).

Une série de boites de Pétri est coulée par la gélose Mueller Hinton additionné de
concentrations d’extraits croissantes allant de 1 a 2 mg/ml. L’ensemencement, avec des
suspensions (10” UFC/ml) des différentes souches & examiner, est effectué par 1 pl ou (10
UFC/ ml), (CA-SFM, 2009). Un témoin négatif sans extrait (I’extrait est remplacé par du
méthanol absolu) est réalisé. Une Vérification d’une croissance (ou non) visible au niveau du
spot est effectuée. La CMI correspond a la premiére concentration ou aucune croissance n’est

observée.
V.1. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

La CMB est définie comme la plus petite concentration aboutissant a une destruction
notable des bactéries (0,01% de survivants) (Meyer et al., 1994).

Des tubes de bouillon nutritif sont ensemencés par des morceaux de géloses raclés la
ou aucune croissance n’est observée sur boite de Pétri. Apres incubation, une présence ou hon
d’un trouble est mentionnée. La CMB correspond a la premiere concentration ou aucun

trouble n’est observé.

V1. Déter mination des concentrations minimalesinhibitrices sur milieu
liquide (CMI)

La détermination des CMI des extraits des algues étudiés vis-a-vis des quatre souches
testés précédemment est réalisee 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 :
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165ul de bouillon Muller-Hinton additionné de Tween 20.

30 ul des différentes concentrations des extraits allant de 10 mg/ml & 100 mg/ml

ont été déposé dans chaque puits.

Chague puits est ensuite ensemenceé par 5yl de la suspension bactérienne de
densité 10" UFC/ml.
- Les microplagues ont été incubées a 37 °C pendant 24 h.

Dans ce test deux témoins sont réalisés :
v' Témoin négatif : 165 ul de bouillon Muller-Hinton additionné de Tween
20 + 30 pl de méthanol + 5pl de bouillon stérile (sans I’inoculum)
v' Témoin positif : 165 ul de bouillon Muller-Hinton additionné de Tween 20
+ 30 pul de méthanol + 5ul de I’inoculum.
La CMI de chague extrait a é&té déterminée visuellement par I’absence de formation
d’un culot bactérien blanc (sorte de petite pelote blanche) au fond du puits. (Santoyo et al.,
2009).

VI1.1. Déter mination des concentrations minimales bactéricides (CM B)

Des boites de pétris sont coulées par de la gélose nutritive et sont ensemencées a partir
des puits ou aucune croissance n’est observée. Aprés incubation a 37°C pendant 24h, une
présence de la croissance ou non est mentionnée. La CMB correspond a la premiere

concentration ou aucune croissance n’est observée.
VII. Etude statistique

Toutes les données de la présente étude sont représentées sous forme de moyennes de
trois essais. Nous avons compare les résultats obtenus lors de ce travail en utilisant des tests
de comparaison des moyennes ANOVA a l’aide de logiciel STATISTICA 5.5. Des
différences significatives (p<0,05) entre les moyennes sont déterminées par le test LSD (Low

Significant Difference).
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Résultats et discussions

|. Taux d’extraction et dosage des composés phénoliques
I.1. Taux d’extraction des composés phénoliques

Les résultats des taux d’extraction pour les trois especes d’algues marines étudiées sont

représentés dans les figures 9,10 et 11

a- Taux d’extraction des composés phénoliques d’Ulva intestinalis par les différents

solvants
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Les valeurs portantes les mémes | ettres ne présentent aucune différence.

Les barres verticales représentants |les écarts-types.

Figure9: Taux d’extraction des composes phéenoliques d’Ulva intestinalis

Le solvant qui a donné le taux d’extraction en composeés phénoliques pour Ulva
intestinalis est I’éthanol avec un taux de 5,5%, suivi de I’acetone avec 5,4%, de I’eau avec
5,05+1,02 %puis du méthanol avec 3,8+1,37%. Le taux d’extraction le plus faible enregistré est
pour le chloroforme avec 2,25%+0,87 et I’hexane avec 2,1+1,25%. L’analyse statistique a
révélée une différence significative (p<0,05) entre les solvants polaires (méthanol, éthanol,

acétone et eau) et les solvants apolaires (hexane et chloroforme).

Sabeena Farvin et al. (2013) ont travaillé sur les extraits éthanoliques et aqueux d’Ulva
intestinalis et ont obtenu un rendement de 11,7% et de 40,3% respectivement. Ces taux sont
supérieurs a ceux enregistré dans notre éude pour la méme espéce d’algue et les méme solvants
5,5% et 5,05%, cette différence peut étre due aux conditions d’extraction de leurs étude a savoir :
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la durée de macération qui était de 24h, la vitesse de centrifugation 2800rmp/10min et la
concentration par le rotavapeur a 40°C. Pinelo et al., (2005) ont rapporté que I’efficacité
d’extraction dépend des conditions qui agissent sur la concentration des composés dans I’extrait,
et selon Turkmen et al. (2006) le rendement d’extraction dépend du solvant et de la méthode
d’extraction.

Eloff, (1998) ainsi que Hayoni et al. (2007) ont constaté que le temps de macération
affecte le taux d’extraction, et d’apres Mukhopadhyay et al. (2006) I’augmentation de la
température mene a I’augmentation du taux d’extraction, cela a également été rapporté par
Santoyo et al. (2009) qui ont enregistré des taux d’extraction alant de 3,68 a 37,09% pour
I’extrait éthanolique et de 0,79 a 12,60% pour I’extrait hexanique avec un intervale de

température de 50 a 200°C respectivement pour I’algue verte Haematococcus pluvialis

En comparant les taux d’extraction des extraits méthanoliques et acétoniques de deux
espéces d’algues vertes U. compressa et U. tubulosa étudiées par Ganesan et al. (2011), qui ont
révélés des taux d’extraction de 7,67% pour le méthanol et de 11,63% pour I’acétone et de
5,46% pour le méthanol et de 6,30 % pour I’acétone respectivement avec les taux d’extraction
obtenus pour notre espéce Ulva intestinalis qui a révélé des taux de 3,8% pour le méthanol et
5,4% pour I’acétone on constate que les taux d’extraction des deux espéces est éevé par rapport
au notre, et cela peu étre due a la méthode d’extraction utilisée (soxhlet) (Turkmen et al.,

2006).

b- Taux d’extraction des composés phénoliques d’Ulva lactuca par les différents

solvants
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Figure 10 : Taux d’extraction des composés phénoliques d’Ulva lactuca

26



Partie expérimentale Résultats et discussion

Le taux d’extraction des composés phénoliques le plus élevé pour Ulva lactuca a été
obtenu par I’eau avec 8,7%. L’éthanol, le méthanol et I’acétone ont donné des taux d’extraction

en composes phénoliques de 3,6%, 3,2% et 2,3% respectivement.

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

d’extraction par lestrois solvants et le taux d’extraction par I’eau.

Sabeena Farvin et al. (2013) ont travaillé sur les extraits éthanoliques et agueux d’Ulva
lactuca, ils ont obtenu un rendement d’extraction de 9,4% pour I’éthanol et 33,2% pour I’eau.
Ces taux sont supérieurs a ceux enregistrés dans notre étude pour la méme espéce d’algue qui
sont de 3,6% pour I’extrait éthanolique et de 8,7% pour I’extrait aqueux. Cette différence peut
dépendre de la région et la saison de la récolte de cette algue qui a été recolté d’une région

cotiere du Danemark entre le mois d’Avril et de Septembre 2009.

Manéchal et al. (2004) et Younes et al. (2009) ont montré que la synthése de
meétabolites secondaires par les algues marines est influencée par la variation saisonniére et la

répartition géographique.

c- Taux d’extraction des composés phéenoliques de Halopteris scoparia par les

différents solvants
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Figure 11 : Taux d’extraction des composés phénoliques de Halopteris scoparia

Le taux d’extraction le plus élevé pour Halopteris scoparia est celui obtenu par le
chloroforme avec 3,09% + 2,1 suivi de celui du méthanol avec 2,85%:+1,61, puis I’acétate
d’éthyle avec 2,7%z+ 1,73 et du di-éthyle éther avec 2,6%+1,05. Le taux le plus faible est
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enregistré pour I’acétone a 0,7%z 0,37. L’étude statistique n’a révélé aucune différence entre les
taux d’extraction par les différents solvants.

Chakraborty et al.(2013) ont enregistré des taux d’extraction par I’acétate d’éthyle de
1,70% et de 1,20% pour deux espéces d’algues brunes du genres Turbinaria qui sont |égerement
inférieurs a celui qu’on a obtenu avec Halopteris scoparia qui est de 2,7%. Ce bon rendement
d’extraction nous laisse penser que notre ague est riche en composés phénoliques.

Matanjun et al. (2008) ont obtenu un taux d’extraction de 4,05% pour I’extrait
méthanolique d’une algue brune Sargassum polycystum qui est assez élevé par rapport a celui
gue nous avons obtenu pour Halopteris scoparia de 2,85%. Cette différence en rendement est
probablement due aux conditions d’extraction de leurs étude, a savoir lataille des particules ainsi

gue les conditions de séchages et de stockages (poudre lyophilisés et conserveé a-20°C).

Ganesan et al. (2011) ont constaté que le taux d’extraction des composés phénoliques
varie selon les conditions de séchage et de stockage. Pinelo et al. (2005) et Spigno et al. (2007)
considérent que la granulométrie de la poudre est un parametre important dans la mesure ou la

réduction de lataille des particul es augmente la surface de contact avec le solvant.

|.2. Dosage des composés phénoliques
|.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Les résultats de la teneur en composés phénoliques des trois algues étudiées exprimés en
milligramme équivalent catéchine par gramme de poudre (mg Eq Cat/g), sont représentés dans
lesfigures 14, 15, 16
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Figure 12 : Teneur en composes phénoliques totaux d’Ulva intestinalis
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Le solvant qui a donné la meilleure teneur en composés phénoliques est e méthanol avec
0,0125 mg Eq Cat/g de poudre +0,004 suivi du I’éthanol avec 0,0069 mg Eq Cat/g de poudret
0,0005, I’acétone avec 0,0043 mg Eq Cat/g de poudre£0,0018 et I’eau de 0,0038 mg Eq Cat/g
de poudre. Les plus faibles teneurs en composes phénoliques ont été obtenues par |le chloroforme
avec 0,0016 mg Eq Cat/g de poudre+0,0003 et I’hexane avec 0,0007 mg Eq Cat/g de poudret
0,0002.

L’étude statistique a révélé une différence significative entre les solvants d’extraction
polaires (méthanol et éhanol) et les solvants apolaires (chloroforme et hexane).

Il est connu que les composés phénoliques se repartissent dans les différents solvants en
fonction de leur polarité (Calliste et al., 2001).

La polarité des polyphénols et des solvants est une question qui devrait étre prise en
compte en choisissant le solvant d’extraction. Comme un principe de base, les solvants polaires
soient plus efficaces pour extraire les substances polaires et de méme, les solvants non polaires
sont meilleurs pour I’extraction des substances apolaires (Miralai et al., 2008).

Si I’on regarde les résultats obtenus dans notre étude, on s’apercoit que c’est I’extrait
méthanolique qui possede la plus forte teneur en composés phénoliques par rapport aux autres
extraits, ce résultat est similaire au résultat obtenu par Matanjun et al. (2008) pour I’ague verte
Caulerpa lentillifera. Cette teneur éevée en composés phénoliques pour I’extrait méthanolique
peut étre due ala polarité du méthanol. Sachant que le méthanol est considéré comme un solvant
de polarité élevée et comme étant hautement sélectifs pour I’extraction des composes
phénoliques (Spigno et al., 2007).

Calliste et al. (2001) ont rapporté que les composés phénoliques se repartissent dans les
différents solvants en fonction de leur polarité. Nous pouvons déduire que I’extrait méthanolique
est riche en composes polaires. Cet effet explique les teneurs assez éevées en polyphénols totaux

enregistrées pour notre extrait.
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b- Dosage des polyphénolstotaux d’Ulva lactuca
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Figure 13 : Teneur en composés phénoliques totaux d’Ulva lactuca

Le solvant qui a donné la meilleure teneur en composes phénoliques est I’éthanol avec
0,020 mg Eq Cat/g de poudre +0,0055 suivi du méthanol avec 0,0160 mg Eq Cat/g de poudre
+0,0033 et de I’eau avec 0,010 mg Eq Cat/g de poudre £ 0,0023. La plus faible teneur en
composés phénoliques a été obtenue par I’acétone de 0,0028 mg Eq Cat/g de poudre + 0,001.

L’ étude statistique a révélé une différence significative entre les extraits des solvants
polaires (méthanol et éthanol) et des solvants apolaires (I’acétone et I’eau).

Wong, Cheung. (2001) et Wong et al. (2009) ont enregistré des teneurs en
composes phénoliques des extraits acétoniques d’Ulva lactuca supérieures a celles que nous
avons obtenus pour la méme espéce. Cette variation en teneur des composés phénoliques
peuvent étre mises en relation avec les conditions environnemental es du site ou les algues ont été
prélevées (laprofondeur, lalumiére, lasalinité, les nutriments et la pression des herbivores) ainsi
gue les facteurs intrinseques (type, age et étape de reproduction) (Zubia et al., 2007; Ganesan et
al., 2011). En effet, les paramétres du milieu peuvent avoir un impact sur les teneurs en
composés phénoliques. Il a notamment été remarqué qu’un fort éclaircissement, et donc une forte
radiation aux rayons ultra-violets, induisait une augmentation des teneurs moyennes en
composes phénoliques (Pavia et al., 1997).
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c- Dosage des polyphénolstotaux de Halopteris scoparia
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Figure 14 : Teneur en composeés phénoliques totaux de Halopteris scoparia

Des teneurs élevées en composés phénoliques sont obtenues par |e méthanol avec 0,0035
mg Eq Cat/g de poudre + 0,0002 suivi du di-éhyle éther avec 0,0022 mg Eq Cat/g de poudre £
0,0008, I’acétate d’éthyle avec 0,0020 mg Eq Cat/g de poudre £ 0,0006 et chloroforme avec
0,0019 mg Eq Cat/g de poudre £ 0,0009. La plus faible teneur en composés phénoliques est
obtenue par I’acétone avec 0,00036 mg Eq Cat/g de poudre + 0,0003.

Chandini et al. (2008) ont enregistré des teneurs tres éevées pour I’extrait méthanolique
avec 29,00mg Eq AG/g de poudre sec + 0,50 ainsi que pour I’extrait d’acétate d’éthyle avec
9,67mg Eq AG /g £ 0,27 pour I’algue brune Turbinaria conoides par rapport a celles que nous

avons obtenues pour les deux extraits respectivement de notre espece Halopteris scoparia.

Des études portant sur les composés phénoliques ont montrés que les teneurs en ces

composés pouvaient varier d’une espece a I’autre (Connan et al., 2004 ; Stiger et al., 2004).

|.2.2. Dosage des flavonoides

Apres le dosage des flavonoides des différents extraits des trois algues marines étudiées
nous avons obtenu des valeurs négatives. Cela indique probablement que ces espéces d’algues
marines sont dépourvues de flavonoides, ou bien qu’elles en possedent sous forme de traces. Les
flavonoides sont largement répandus dans le réegne vegétal, a I’exception des algues marines
(Bravo, 1989 ; Crozier et al., 2006).

D’apres I’étude de criblage phytochimique qui a été effectuée par Abirami et al. (2011)

sur les deux espéces Ulva lactuca et Kappaphycus alvaretzii, il a été constaté que ces derniéres
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étaient dépourvus de flavonoides. Ces résultats sont en accord avec ceux que nous avons

obtenus.

Meenakshi et al. (2009) ont observé des teneurs en flavonoides de 1,35 et 2,02 mg Eq
AG/g de poudre dans les extraits méthanoliques a 75% d’Ulva lactuca et de Sargassum wightii,
respectivement. Cette étude arévélé de faibles quantités en flavonoides ce qui étaye les données

rapportant que les algues marines ne sont pas riches en ces composeés.

Cox et al. (2010) ont enregistré des valeurs en flavonoides, dans des extraits d’algues
marines d’Irlande, allant de 7,66 a 42,5 mg Eq Que/g d’extrait. L’algue brune, Himanthalia
elongata, possede une teneur plus élevée gue les autres algues brunes étudiées. Les algues vertes
Enteromorpha spirulina présentent une teneur relativement élevée 19,05 mg Eq Que/g d’extrait
par rapport aux algues rouges Palmaria palmata et Chondrus crispus qui présentent les teneurs
les plus faibles (7,41 mg Eq Que/g d’extrait). Cette étude a montré que les flavonoides sont
présent dans la composition des algues marines et leurs quantités varie selon les groupes d’algue
sachant que I’étude de ces auteurs a été réalisée dans des conditions d’extraction extrémes a

savoir : haute température et forte pression.

[1.1. Activité antibactérienne

[1.1.1. Antibiogrammes

Dans cette étude, des extraits de trois especes d’algues marines (Ulva intestinalis, Ulva
lactuca, Halopteris scoparium) sont testés vis-a-vis de quatre bactéries par le test des disgues.
Les résultats sont exprimés selon trois niveaux d’activité: Résistant: D<8 mm, intermédiaire: 15
mm=D>8 mm et sensible: D>15 mm (Bansemir et al., 2006). L’activité antimicrobienne des

extraits destroisespeces d’algues marines étudiées est représentée dans les figures 15, 16, 17.

Les résultats obtenus montrent que les neuf extraits phénoliques des trois espéces
d’algues possédent une activité antibactérienne sur une ou plusieurs souches testées (diamétres
des zones d’inhibition supérieurs a 8mm), cependant I’efficacité de ces extraits phénoliques

différe significativement selon les souches bactériennes considérées (P<0.05).
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[1.1.1.1. Activité antibactérienne des différents extraits d’Ulva intestinalis vis-

a-vis des quatre souches bactériennes
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Figure 15 : Activité antibactérienne des extraits Ulva intestinalis vis-&vis des quatre souches
bactériennes

L’etude statistique a révélée une différence significative (p<0,05) entre les extraits d’Ulva
intestinalis vis-a-vis de Bacillus subtilis. L’extrait acétonique de cette algue a donné le meilleur
effet inhibiteur a I’encontre de cette souche suivi de I’extrait éthanolique et celui hexanique, de
faibles effets sont fournis par les extraits méthanolique, chloroformique et aqueux.

D’apres les résultats obtenus pour Ulva intestinalis nous avons constaté que la souche
bactérienne Bacillus subtilis ATCC 6633 est sensible a touts les extraits de cette algue. Nous
notons que I’extrait acétonique a donné une bonne activité envers cette souche avec une zone
d’inhibition de 13,5mm £0,37.

Bhagavathy et al. (2011) en éudiant I’effet inhibiteur des extraits méthanoliques de
I’algue verte Chlorococcum humicola, ont obtenu des diamétres de zones d’inhibition similaires
aux nétres vis-a-vis de Bacillus subtilis avec 9,5mm qui est faible par rapport a ceux que nous
avons obtenu par I’acétone, cela peut ére due a la richesse de cette algue en composes

phénoliques apolaires (Chavan et al., 2000).

L’ etude statistigue a montrée une différence significative (p<0,05) entre les extraits
d’Ulva intestinalis vis-avis du Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM). Les
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extraits éthanoliques et acétonique de cette algue ont donné un meilleur effet inhibiteur vis avis
du SARM qui a présenté la plus grande sensibilité avec des zones d’inhibitions de 15mm, 14mm
respectivement suivi des extraits obtenus par le chloroforme, I’hexane et le méthanol. La plus

faible activité est notée pour I’extrait aqueux.

Le SARM s’est avéreée trés sensibles pour I’extrait éthanolique et acétonique d’Ulva
intestinalis qui ont donné une bonne activité avec des zones d’inhibitions de 15mm £0,75 et de
14mm £1,51 respectivement. Ce résultat peut étre expliqué par le type de composés extraits
(Kandhasamy et al., 2008).

Nos résultats obtenus pour SARM sont similaire a ceux obtenus par Younes et al., (2009)
qui ont constaté une activite des extraits d’Ulva intestinalis sur Saureus avec des zones

d’inhibition supérieures a 10mm.

Parmi les algues vertes étudiées par Chiheb et al. (2009), I’extrait d’Ulva intestinalis
possede le diamétre d’inhibition le plus large vis-avis de S. aureus (20mm) qui est |égérement
supérieures a celui que nous avons obtenue. Cette différence peut étre liée a la saison de la
récolte ainsi qu’aux différentes étapes de la croissance de cette algue (Adaikalaraj et al., 2012)

L’etude statistique n’a montrée aucune différence entre les extraits d’Ulva intestinalis
vis-avis d’E.coli qui s’est révélée moins sensible aux extraits de cette algue avec une zone

d’inhibition de 8,5+ 2,31 par rapport aux deux souches précédentes.

Zbakh et al., (2012) ont révélé que la souche E. coli est sensible vis-&vis des extraits
d’Ulva intestinalis avec un intervalle des zones d’inhibition se situant entre 10mm et 15mm, ces
résultats sont meilleurs que ceux que nous avons obtenu, cette différence peut étre expliqué par

la différence entre les procédé d’extraction (Kandhasamy et al., 2008).

Seenivasan et al. (2012) ont remarqué que E.coli est résistante vis-a-vis de différents
extraits d 'Ulva intestinalis ce qui est en contradiction avec nos observation concernant la méme
espece d’algue. Ce résultat peut étre expliqué par la richesse de notre algue en composés

bioactifs.
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[1.1.1.2. Activité antibactérienne des différents extraits d’Ulva lactuca vis-a-vis

des quatre souches bactériennes
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Figure 16 : Activité antibactérienne d’extraits d’Ulva lactuca vis-&vis des quatre souches
bactériennes

L’étude statistiques a montré qu’il y a une légere différence d’activité antibactérienne
vis-avis B. subtilis avec des diamétres des zones d’inhibitions de 10mm pour I’extrait
méthanolique, éthanolique et 11mm pour I’extrait acétonique, cela peut s’expliquer par une
meilleure solubilité des principes actifs de Ulva lactuca dans I’acétone par rapport aux autres

solvants utilisés lors de I’extraction.

Rosaline et al. (2012) ont constaté que les extraits de I’algue verte Chaetomorpha linum
possedent un effet inhibiteur vis-avis de Bacillus subtilis. Nos résultats sont similaires a ceux
de ces auteurs en ce qui concerne le diametre des zones d’inhibition avec 11mm obtenue par

I’extrait acétonique pour la souche Bacillus subtilis qui est supérieur par rapport a celui obtenu

i)
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par le méthanol cela peut étre due a larichesse de cette algue en composés phénoliques apolaires
(Chavan et al., 2000).

Les I’extraits méthanoliques, éthanoliques, et acé&tonique d’Ulva lactuca nous révelent un
effet modérée vis-a-vis du SARM avec un diamétre de zone d’inhibition de 10mm, ces résultats
sont contradictoires avec ceux enregistrés par Kolanjinathan et Stella (2009) pour la méme
espece algale et bactérienne exception faite pour I’extrait éthanolique qui présente un potentiel
antibactérien trés élevé. Ce résultats peuvent étre lié a la richesse de notre espéce algale en
meétabolites secondaires bioactifs, ains qu’a la nature de ces métabolites a savoir stabilite,

solubilité dans e milieu et la capacité de contact (Bae et al., 1993).

Gerwick et al. (1985) ont rapporté que I’analyse de dix métabolites secondaires de
I’algue Stypopodium zonale récoltée de différentes endroits, présentent un profil (composition

chimique) différent quantitativement et qualitativement.

L’extrait méthanolique et éthanolique d’Ulva lactuca ont montrés une activité
antibactérienne assez faible vis-vis d’E. coli a I’exception de I’extrait acétonique qui a montré
une activité antibactérienne légérement importante avec un diametre de zones d’inhibitions de
10mm. Ces résultats sont moyennement similaires avec les résultats trouvés par Tuney et al.
(2006) et Kolanjinathan et stella. (2009) qui ont montré que I’extrait acétonique donne une
activité antibactérienne élevée par rapport a I’extrait méthanolique pour les deux especes algales
Ulva rigida et Ulva lactuca. Ce résultat peut étre di a la richesse de notre algue en composés

phénoliques apolaires par rapport aux composes polaires.

L’effet de I’extrait éthanolique sur Pseudomonas aeruginos a montré une activité
antibactérienne relativement élevée par rapport & I’extrait méthanolique et celui acétonique qui
ont présenté une faible activité avec une zone d’inhibition de 8mm. Ces résultats ont dga été

averés par Oranday et al., (2004) avec la méme espéce et les méme solvants.
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[1.1.1.3. Activité antibactérienne des différents extraits d’Halopteris scoparia

vis-a-vis des quatre souches bactériennes
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Figure 17 : Activité antibactérienne des extraits de Halopteris scoparia vis-a-vis des quatre
souches bactériennes

Dans la présente éude, latotaité de nos extraits de Halopteris scoparia présentent un
effet antibactérien modéré vis-a-vis de la souche B. subtilis avec des diamétres d’inhibitions
alant de 10 a 12mm. Nos résultats concordent avec ceux rapportés par Ganzalez et al. (2001)
dans leur étude effectuée sur la méme espéce algale vis-avis de la méme souche, ils ont montré
que I’activité antibactérienne de cette espece est considérée comme un indicateur de la capacité

de cette algue a produire des substances bioactives.

Les extraits d’acétate d’ethyle et de méthanol d’Halopteris scoparia ont exhibés une
activité antibactérienne modérée sur la souche SARM avec les diamétres des zones d’inhibition
de 14 mm et 13 mm respectivement. Cependant une activité moins importante a été notée pour
I’extrait acétonique et chloroformique, alors que I’activité de I’extrait du di-éthyle-éther était

pratiquement absente avec un diamétre de zones d’inhibition de 8mm. En comparant nos
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résultats a ceux de Ganzalez et al. (2001) qui ont travaillé avec la méme espéce algale et sur la
méme espéce bactérienne, nous constatons que nos extraits possedent une activité
antibactérienne modérée vis-avis de SARM. Cette différence peut étre due aux types et la nature
des substances bioactives produites par les deux espéces agales. Effectivement Manivannan et
al. (2011) ont démontré que le type et ala nature des substances bioactives produites influence
sur le potentiel de I’effet antibactérien.

L’activité antibactérienne des extraits de cette espéce algale est pratiquement absente
vis-avis de Peudomonas aeruginosa et d’E.coli. Nos résultats sont tres semblables a ceux
obtenus par Ganzalez et al. (2001) qui ont obtenu quasiment les mémes diamétres de zones
d’inhibition. Cette résistance peut étre liés a la composition et a la structure de la membrane
cellulaire externe des bactéries a Gram négatif ou encore a la concentration des I’extraits
(Hernandez et al., 2003 ; Konning et al., 2004 ; Parekh et Chanda, 2007).

Cet effet a été attribué a la présence d’une membrane externe, chez les bactéries a Gram
négatif, constituée de phospholipides, de lipopolysaccharide (LPS) et des protéines. (Mann et
al., 2000 ; Pageés et Garnotel, 2003).

Nos résultats nous permettent de constater que les bactéries a Gram positif sont plus
sensibles que les bactéries a Gram négatif aux extraits des trois espéeces d’algue. Des zones
d’inhibition ne dépassant pas 10mm et 11mm pour E. coli et P. aeruginosa respectivement sont
enregistrées. La méme observation fut rapportée par plusieurs études (Hernandez et al., 2003 ;
Konning et al., 2004 ; Parekh et Chanda, 2007). Cet effet a éte attribué a la présence d’une
membrane externe, chez les bactéries a Gram négatif, constituée de phospholipides, de
lipopolysaccharide (LPS) et des protéines. Cette membrane externe est ainsi le premier obstacle
aux molécules hydrophiles chargées devant pénétrer la bactérie pour la détruire. De la méme
maniére, la densité des sucres et des chaines latérales du LPS organise un filtre efficace pour les
autres molécules (Mann et al., 2000 ; Pagés et Garnotel, 2003).

les composés phénoliques peuvent étre bactériostatiques a une concentration X et
bactéricides & une concentration 2x, mais au-dela d’une certaine concentration I’activité

bactéricide n’est plus augmentée (Leclerc et al., 1983)
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1 : Extrait méthanolique,
2 : Extrait éthanolique ,

3 : Extrait acétonique ,

4: Extrait héxanique,

§ 1 Extrait chloroformique,
0: Extrait aqueux

Figure 18 : Photographie de quelques zones d’inhibitions des extraits d’Ulva intestinalis visvis
de: (A) B. subtilis, (B) SARM, (C) E.cali, (D) P.aerugenosa.

1 : Extrait méthanolique,
2 : Extrait éthanolique ,
3 : Extrait acétonique .

Figure 19 : Photographie de quelques zones d’inhibitions des extraits d’Ulva lactuca vis-&vis
de: (A) B. subtilis, (B) SARM, (C) E.coli, (D) P.aerugenosa

1 : Extrait méthanolique,

1: Extrait acétonique,

3+ Extrait chloroformique,

4. Extrait de acétate d’éthyle,
5 : Extrait de di-éthyle éther.

Figure 20 : Photographie de quelques zones d’inhibitions des extraits d’Halopteris scoparia vis-
&visde:(A) B. subtilis, (B) SARM, (C) E.coli, (D) P.aerugenosa.

]
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[1.2. Déter mination des concentrations minimalesinhibitrices (CM1) et des

concentrations minimales bactéricides (CM B)

Les concentrations minimales inhibitrices des différents extraits phénoliques des trois
espéces d’algues ont été déterminées en utilisant deux méthodes a savoir la méthode de diffusion
sur gélose Mueller-Hinton et la méthode des microdilutions sur bouillon Mueller-Hinton. Aprés
avoir testé ces différentes méthodes, nos résultats ont montré que les meilleures CMI sont
enregistrées par la méthode de microdilution sur bouillon Muller Hinton, nous concluons donc
que la diffusion des composés phénoliques est meilleure en milieu liquide qu’en milieu solide.
Sachant que les extraits d’Halopteris scoparia testés sur le milieu solide vis-&vis E.coli n’ont
montré aucun effet inhibiteur néanmoins sur le milieu liquide I’effet de ces extraits a été

observé.

Les résultats obtenus sont représentés dans les tableauxVIl. On peut notée que les
CMI les plus faibles sont enregistrés pour les extraits d’Ulva lactuca et d’Ulva intestinalis vis-a
vis des quatre souches éudiées qui est de 10 mg/ml a 20mg/ml et les CMI les plus élevés sont
obtenus pour les extraits d’Halopteris scoparia vis-a-vis de SARM et E.coli qui est de 50mg/ml
et 70mg/ml. Nous avons constaté que I’extrait méthanolique d’Ulva intestinalis nécessite des

concentrations supérieures a 100mg/ml pour avoir leur effet inhibiteur sur SARM et E.coli.

Figure 21 : Photographie d’une microplague illustrant la concentration minimale inhibitrice de
quelques extraits d’Ulva lactuca vis-a-vis de B. subtilis. (A) : Extrait acéonnique, (E) : Extrait

ethanolique, (EA) : Extrait aqueux.

K=l
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Tableau VII: Concentrations minimales inhibitrices des composes phénoliques d’Ulva
intestinalis sur milieu liquide (en mg/ml)

Souches SARM E.coli
Chloroforme 20 10
Acétone 70 20

Tableau VIII : Concentrations minimales inhibitrices des composés phénoliques d’Ulva lactuca
sur milieu liquide (en mg/ml)

Souches Bacillus subtilis Pseudomonas aeroginosa
Ethanol 50 30
Acétone 20 50

Eau 40 60

Tableau I X : Concentrations minimales inhibitrices des composeés phénoliques de Halopteris

scoparia sur milieu liquide (en mg/ml)

Souches SARM E.coli
M éthanal 50 70
Di-éthyle éther 60 50

Dans la présente étude nos résultats des CMI sont similaires a ceux obtenus par
Mulyaningsih et al. (2010) qui a observé le méme effet inhibiteur vis-a-vis des mémes espéces

bactériennes en utilisant la méme méthode de microdilution sur bouillon Muller-Hinton.

Selon I’étude Rosaline et al. (2012) les CMI de I’extrait acétonique de chaetomorpha
linum étaient de 2,5mg/ml vis-avis de SARM et P.aerugenosa et de 1,25mg/ml vis-avis de
B.subtilis et E.coli. Ces valeurs sont inferieurs a celles que nous avons obtenus pour le méme
solvant vis-&vis des mémes especes bactériennes. Cette différences dans les résultats peut etre
liee aux conditions et a la méthode d’extraction qui ne nous a pas permit d’extraire les composés

hal ogenes.
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L’effet bactéricide des trois algues différent d’un extrait & I’autre et d’une souche
bactérienne a une autre a savoir que Ulva lactuca et Halopteris scoparia exercant un effet
bactéricide vis-avis des quatre souches en revanche Ulva intestinalis possede un effet

bactériostatique sur toute les souches bactériennes.

La détermination des CMI par la méthode des microdilutions sur bouillon Muller Hinton
nous a permit de mettre en évidence le réelle pouvoir antibactérien de ces extraits d’algues que
nous n’avons pas pu obtenir sur le milieu solide, ce fait est lié a I’hydrosolubilité et a la diffusion

des composeés phénoliques.
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Conclusion

L’objectif de cette étude était d’évaluer en premier lieu I’activité antibactérienne des
extraits phénoliques de trois especes d’algues marine de la cote de B&aia appartenant a
différentes familles botaniques (Ulva lactuca, Ulva intestinalis et Halopteris scoparia),
ensuite de mettre en évidence, s’il y a lieu, I’effet inhibiteur de leurs extraits vis-a&vis de
guatre souches de références. deux a Gram positif et deux autres a Gram négatif a savoir:

Bacillus subtilis, SARM, E.coli et Pseudomonas aerugenosa.

Les résultats des teneurs des extraits en polyphénols totaux ont montré qu’Ulva
lactuca est la plus riche (0,020+ 0,0055 mg Eq Cat/g de poudre) tandis que halopteris
scoparia en est la plus pauvre (0, 00036+ 0,004mg Eq Cat/g de poudre).Quant aux teneurs en
flavonoides, les résultats du dosage des quatre extraits ont indiqué une probable absence de

ces composés ou bien leur présence mais a I’état de trace.

Les différents tests d’activité antibactérienne ont prouvé que I’effet antagoniste se
révelait mieux en milieux liquide, les souches bactériennes a Gram positif ce sont montrées
étres plus sensibles aux extraits des algues par rapport aux souches a Gram négatif que nous
avons utilisé. La zone d’inhibition la plus large est de1l5mm obtenue par I’extrait éhanolique
de I’espéce Ulva intestinalis vis-avis de SARM. La CMI la plus faible (10mg/ml) a été
enregistrée pour I’extrait chloroformique d’Ulva intestinalis vis-a-vis de la souche E.coli.

Nos résultats sont trés prometteurs en ce qui concerne la lutte contre le phénomene de
I’antibiorésistance qui devient aujourd’hui un probléme de santé publique. Cette étude aura
donc permis d’un point de vue fondamental de mieux connaitre I’importance des extraits
phénoliques des algues étudiées, mais €elle reste néanmoins préliminaire, des recherches plus
approfondies s’averent nécessaires pour éclaircir certains points et découvrir d’autres pistes de

recherche. Nos perspectives de recherche a venir s’axeront sur:

» Extractions par différentes méthodes

» Détermination des parametres de la cinétique enzymatique et d’inhibition,

» Etude de I’effet inhibiteur de ces extraits sur d’autres souches bactérienne pathogenes,
» Recherche d’autres activités des extraits de ces trios especes d’algues.
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GLOSSAIRE.
Anti.... Préfixe qui indique une action contraire ou exprime I’idée d’une opposition.
Exemple : Antidiarrhéque= qui combat la diarrhée.
Antifungique : Qui s’oppose au développement des champignons.
Anti-inflammatoire : Qui combat I’inflammation ; ou substance possédant cette proprié&té.
Bactéricide: Qui détruit les bactéries.

Bactériostatique: Qui suspend la division microbienne, provoquant vieillissement et mort
des bactéries a doses suffisantes.

Cryptogame: Se dit des plantes dépourvues de fleurs et dont les organes de reproduction
sont peu visibles ou cachés (s’oppose a : phanérogame).

Cryptogames :_Grand groupe végétal réunissant I’ensemble des plantes sans fleurs ni graines,
chez lesquelles la reproduction s’effectue a I’aide de spores.

Epiphyte: Se dit d’un organisme végétal qui se developpe sur un autre sans en étre le
parasite.

Extrait : Préparation obtenue en traitant (a chaud ou & froid selon le procédé d’extraction)
une substance animale ou vegetale par un liquide (éther, alcool, eau ou plusieurs de ces
solvants) que I’on fera ensuite évaporer jusqu'a la consistance voulue (extrait liquide ou
fluide, extrait mou et extrait sec).

Fronde:_Terme réservé presque exclusivement aux grandes feuilles particulieres des
Fougeres ou des Palmiers, et porteuses de spores comme c’est la regle, mais utilisé aussi,
parfois, pour désigner les thalles fertiles cryptogames comme les Algues.

Gymnosper mes : Groupe de plantes phanérogames dont les graines ne sont pas enfermeées
dans un fruit (coniferes par exemple).

Héliothérapie : Utilisation thérapeutique des rayons solaires.
Hypocholestérolémiant : Qui abaisse |e taux de cholestérol dansle sang.

Macération : Préparation liquide qui requiert un trempage a froid plus ou mois long (de
quelques heures a plusieurs semaines) de certaines substances dans I’eau, le vin, I’alcool,
I’huile.

Oligo-éément : Non donné & certains métaux et métaloides dont la présence a doses
infinitésimales, et absolument indispensable a I’organisme.

Phar macologie : Science qui éudie les médicaments.

Phytothérapie: Utilisation thérapeutique des plantes.



Poudre : Substances solide (drogue végétale, drogue animale ou substance chimique) réduite
en particules trés fines et homogénéisées, dont la préparation se fait, soit par des moyens
physiques (pulvérisation et tamisage), soit par précipitation chimique.

Racine : Partie souterraine de la plante qui assure son soutien et sa nutrition.

Suspension : préparation liquide ou solide dans laquelle se trouvent finement réparties des
particules insolubles.

Stipe : Nom donné a certains troncs agriens non ramifiés présentant un diameétre égal sur toute
sa hauteur (tronc de palmier par exemple), et également, parfois, atout pédoncule cylindrique.

Thalle: Nom de I’appareil végétatif des Alges, Champignons et Lichens, dans lequel on ne
discerne pas la structure en racines, tiges et feuilles, et qui se trouve dépourvu de vaisseaux
conducteurs.

Tige: Partie aérienne de la plante qui représente e support des feuilles.
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Annexel : Courbesd’étalonnages
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Figure 1: Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux

12 -

y = 0,025x + 0,006
14 R2=0,999

Absorbance a 430 nm

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Quercétine (ug/ml)

Figure 2: Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides
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Annexell : Matériels et produits utilisés

1. Appareillage
Autoclave.
Bain-marie MEMMERT.
Balance de précision RADWAG.
Broyeur (Kika Labortechnik).
Centrifugeuse (NUVE NF 200).
Etuve BINDR WTB et Etuve de 37°C
pH metre HANNA (Microprocessor pH métr
Plaque agitatrice VELP
Plaque chauffante agitatrice VELP
Spectrophotométre UV -visible UNICO 1200
Tamiseur RETCH.
Vortex.
2. Produits chimiques
Acétone : (C3HgO), 99,78%, MM=g/mol
Acétate d’éthyle : (99%)
Carbonate de sodium (NaxCO3).
Chloroforme : (CHcls), 99%- 99,40%
Chlorure d'auminium (AICl5).
Di-éthyle éther : (C4H100), 99,5%
Ethanol: (C,HgO), 96%, MM=46.07 g/mol, d=0.81 (PROLABO).
Eau physiologique (9g NaCl dans un litre d’eau distillée).
Folin-Ciocalteu 2N
Méthanol: CH3;OH, 99, 9%, MM=32.04 g/mol, d= 0.79 (PROLABO)

Tween 20
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Annexelll : Composition des milieux de culture utilisés (pour un litre)

(Guiraud, 1998)
Bouillon Muller Hinton
Péptone acide caséine 17,50g
Infusion de viande beeuf 20g
Amidon 1,59
pH 7,4+ 0,2
Bouillon nutritif
Peptone 10g
Extrait de viande 59
Chlorure de sodium 5g
pH 7,2
Gélose Chapman
Extrait deviande 1 g
Peptone 10 g
Chlorure de sodium 5 g
Mannitol 10 g
Rouge de phénol 25 mg
Agar 15¢
pH 7,4
Gélose Hecktoene
Protéose peptone 12 g
Extrait delevure 3 g
Chlorure de sodium 5 g
Thiosulfate de sodium 5 g
Selshiliaires9 g
Citrate de fer ammoniacal 1,5
Salicine2 g
Lactose 12 g
Saccharose 12 g
Fuchine acide 0,1 g
Bleu de bromothymol 65 mg
Agar 13 mg
pH 7,6
Géose Muéller Hinton
Extrait deviande 2 g
Hydrolysat acide de caséine 17,5 g
Amidon1,5¢g
Agar 10 g
pH 7.4
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Gélose PCA
Peptone 5 g
Extrait delevure 2,5 g
Glucose1lg
Agar 159
pH 7
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Annexe 1V: Les résultats de taux d’extraction et de dosage des composés

phénoliques totaux obtenus pour les trois especes d’algues marines
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Annexe V: Les résultats de I’antibiogramme des extraits destrois algues

 Résultats de I’activité antibactérienne par la méthode des disques

Diameétre des zones d’inhibition en mm

Solvants B. subtilis SARM E. cali P. aerugenosa
M éthanol 10+ 0,75 10+0,75 9+2 31 8,5+1,13
Ulva Ethanol 10+0,75 10+0,75 9+231 11+0,75
lactuca Acétone 11+0 10+0,75 10+2,31 8+0
M éthanol 9,5+0,37 11+ 0,81 8,5+2,31 0
Ethanol 11+0,75 15+0,75 8,5+2,31 0
Ulva Acétone 13,5+0,37 14+1,51 8,5+2,31 0
intestinalis
Hexane 11,5+0,37 12+0 8,5+2,31 0
Chloroforme | 9,5+0,37 12+0 8,5+2,31 0
Eau 9+0 8+0 8,5+2,31 0
M éthanol 11,5+0,38 | 12,5+0,38 0 0
Acétone 10,5+1,13 | 10,5+0,38 0 0
Halopteris
scoparia | Chloroforme | 11,5¢1,13 | 12+1,58 0 0
Acétate 11,5+0,38 | 13,5+0,38 0 0
d’éthyle
Di-éthyle 10,5+0,38 0 0 0

éther
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Lesrésultatsdes CMI et desCMB sur milieu liquide

1- Extraits d’Ulvalactuca/ B. subtilis (CM1)

10 |20 |30 |40 50 |60 |70 |80 |90 |100
Ethanol i u i u i i i i i
+ + + + - - - - -
Acétone |+ i i i i i i
" - - - - -
Eau w ) ) ) ) ) ) ) )
2- Extraitsd’Ulva lactuca/P. aeruginosa (CM1)
10 |20 |30 |40 50 |60 |70 |80 |90 |100
Ethanol i i * i i i i i i i
Acétone v v - v v i i i i i
+ + + + + - - - - -
Eau i i i i i i i i i i
+ + + + + - - - - -
3. Extraitsd’Ulva lactuca/ B. subtilis (CMB)
40 50 60 70 80 90 100
Ethanol + + ) ) ) )
Acétone / / + i ) i
Eau + + + - - -
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4. Extraitsd’Ulva lactuca / P.aerugenosa (CM B)

40 50 60 70 80 90 100
Ethanol ) ) ) ) )
Acétone ) ) ) )
Eau / : : : :
5. Extraitsd’Halopteris scoparia/ E. coli (CMI)
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
M éthanol + + + - - - - - - -
+ + + - - - - - -
Di —éthyle + + + + + - - - - -
éther
+ + + + + B B B B
6. Extraits d’Halopteris scoparia/ SARM (CMI)
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
M éthan0| + + + + + + - - - -
+ + + + + + + B B B
Di —éthyle + I + I + + - - - -
éther
+ + + + + + + + + +
7. Extraits d’Halopteris scoparia/ SARM (CM B)
40 50 60 70 80 90 100
M éthanol / / / - -

Di —éthyle /
éther
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8. Extraitsd’Halopteris scoparia /E. coli (CMB)

50 60 70 80 90 100
M éthanol + + + + = =
Di —éthyle / / + + -
éther
9. Extraitsd’Ulvaintestinalis/ SARM( CMI)
10 |20 |30 |40 |50 |60 |70 |80 |90 |100
M éthanol + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
Chloroforme |+ + ; ; ) ; ; ) ) )
+ + - - - - - - - -
Eau + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
Acéone + + + + + + + - - -
+ + + + + + + B B B
10. Extraitsd’Ulvaintestinalis/E. coli (CMI)
10 |20 |30 |40 |50 |60 |70 |80 |90 |100
M éthanol + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
Chloroforme | + ) } } ) } } ) ) )
Eau ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
+ + + + + + + + + +
Acétone } ) } } ) } } ) ) )
+ + - - - - - - - -
11. Extraitsd’UlvaintestinaliYSARM (CMB)
30 40 50 60 70 80 90 | 100
Chloroforme |+ + + + + + + |+
Acétone / / / / / + + |+
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12. Extraitsd’Ulvaintestinalis/E. coli (CMB)

20 |30 |40 |50 |60 |70 |80 90 100

Chloroforme | + + + + + + + + +

Acétone / / + + + + + + +




Résumé

L’ objectif la présente étude est d’évaluer I’activité antibactérienne des composeés
phénoliques extraits a partir de trois espéeces d’algues marines : Ulva intestinalis, Ulva
lactuca et Halopteris scaparia de la cote de Bejaia en utilisant différents solvants. Les
teneurs les plus élevées en composés phénoliques totaux sont obtenues par les extraits
méthanoliques et éthanoliques pour les trois especes d’algue a savoir : Ulva intestinalis
(0,0125 et 0,0069mg Eq Cat/g de poudre sec), Ulva lactuca (0,020 et 0,016mg Eq Cat/g de
poudre sec) et Halopteris scoparia (0,0035mg Eq Cat/g de poudre sec), les plus faibles
teneurs en ces composés sont obtenues par I’hexane et le chloroforme avec 0,0016 et
0,0007mg Eq Cat/g de poudre sec pour Ulva intestinalis et I’acétone avec 0,0028 et
0,0006mg Eq Cat pour Ulva lactuca et Halopteris scoparia. L’activité antibactérienne des
extraits d’algue montre que la plupart des souches bactériennes testées sont sensibles auix
extraits des trois algues étudiées. Une activité antibactérienne importante est notée pour les
deux algues vertes Ulva intestinalis, Ulva lactuca qui sont actives vis-a-vis de toutes les
souches bactériennes testées. Les extraits de 1’algue brune Halopteris scoparia ont montré
une activité seulement a I’égard des bactéries a Gram positif. Les deux algues Ulva lactuca
et Halopteris scoparia possédant un effet bactéricide vis-a-vis du SARM, E.coli, Bacillus
subtilis et Pseudomonas aeruginosa par contre Ulva intestinalis possede un effet
bactériostatique a I’égard du SARM et E.coli. Les algues vertes se sont avérées étre les plus
riches en composés bioactifs.

Mots clés: activité antibactérienne, algues marines, composés phénoliques, extraction et
dosage.

Abstract

The aim of the present study is to evaluate the antibacterial activity of phenolic
compounds extracted from three species of seaweeds Ulva intestinalis, Ulva lactuca and
Halopteris scaparia of the coast of Bgaia by using different solvents. High levels of total
phenolic compounds were obtained by methanolic and ethanolic extracts for the three species
of algae namely Ulva intestinalis (0.0125 and 0.0069 mg Eq Cat / g dry powder), Ulva
lactuca (0.020 and 0.016 Cat mg eq / g dry powder) and Halopteris scoparia (0.0035 Cat mg
eq / g dry powder), the lowest levels of these compounds were obtained by hexane and
chloroform with 0.0016 and 0.0007 mg Eq cat / g of dry powder for Ulva intestinalis and
acetone with 0.0028 and 0.0006 mg Eq Cat for Ulva lactuca and Halopteris scoparia. The
antibacterial activity of seaweed extracts showed that most tested bacterial strains were
sensitive to extracts for the three algae studied. A significant antibacterial activity was noted
for both green agae Ulva intestinalisé & Ulva lactuca which are active against all the
bacterial strains tested. extracts of the brown seaweed Halopteris scoparia are active only the
against Gram-positive bacteria. Both algae Ulva lactuca and Halopteris scoparia with a
bactericidal effect against MRSA, E.coli, Bacillus subtilis and Pseudomonas aeruginosa
against by Ulva intestinalis has a bacteriostatic effect against MRSA and E.coli.Green algae
are the richest in bioactive compounds.

Keywords: Antibacterial activity, seaweed, phenolics, extraction and assay.
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