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Introduction

Introduction

Les mers et les océans sont l'habitat naturel de nombreux végétaux, animaux et micro-

organismes, ils couvrent plus de 70 % de la surface de la Terre (Horincar et al., 2014), ils

abritent des organismes marins riches en composés doués d’activités biologiques (El-Gamal,

2010). Parmi ces organismes marins, les algues sont une des sources les plus riches et

prometteuses en métabolites primaires et secondaires bioactifs (Rahaelivao et al., 2015),

l’ensemble des algues compte entre 20 000 à 30 000 espèces dans le monde, ce qui

correspond à environ 18 % du règne végétal (Burlot, 2017).

Les chercheurs confirment que la classe la plus rentable et efficace des algues marines est

celle des algues brunes (Phaeophyta) (Kelman et al., 2012). Parmi les ingrédients fonctionnels

liés aux algues, les métabolites primaires et secondaires ont été décrits comme responsables

de diverses activités. Pour le premier type, les polysaccharides, principalement sulfatés

(Usovet Zelinsky, 2013) et les lipides comme les acides gras polyinsaturés (AGPI)

(Belattmania et al., 2018) ont été associés à des bioactivités potentielles. En ce qui concerne

les métabolites secondaires, les caroténoïdes tels que la fucoxanthine, ont récemment suscité

un vif intérêt pour leurs propriétés multifonctionnelles ainsi que les composés phénoliques en

particulier les phlorotannins, un groupe de composés que l'on ne trouve que dans les algues

brunes (Jacobsen et al., 2019).

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) pour remédier à la réalité actuelle,

d’une par le stress oxydatif engendré par les conditions de vie moderne dont des facteurs

climatiques, la surcharge de l’atmosphère par des polluants nocifs, l’effet cumulatif des

différentes substances chimiques que l’on consomme régulièrement (Carocho et al., 2014),

d’autre part l’émergence de microorganismes résistants aux antibiotiques résultats de

l’utilisation excessive et inconsciente d’antibiotiques (Allmendinger et al., 2010; Horincar et

al., 2014; Taskin et al., 2010) et plus particulièrement depuis la COVID 19. En outre, des

sensibilités à de nouveaux allergènes apparaissent notamment pour les médicaments

chimiques comme l’héparine, dont beaucoup d’effets secondaires sont induits (thrombopénie,

hémorragie...) (Faller, 2011).
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Padina pavonica, a été rapporté comme ayant des activités antioxydantes,

antibactériennes, antitumorales et anti-inflammatoires (Hellio et al., 2004; Taskin et al., 2010;

Boisvert et al., 2015; Abdelhamid et al., 2018; Al- Enazi et al., 2018; Otero et al., 2018;

Campos et al., 2019; Güner et al., 2019). De nombreuses publications attestent du potentiel

des polysaccharides sulfatés extraits de macroalgues en termes d’activité anticoagulante. En

effet, leur structure et en particulier la présence des groupements sulfates, leur permet de

posséder des propriétés héparino-mimétiques (Richard, 2016).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est

d’étudier l’activité anticoagulante, antioxydante, antibactérienne et cytotoxique d’une algue

brune Padina pavonica.

Notre travail a été divisé en deux chapitres dans lesquelles le premier se consacre à la

synthèse bibliographique qui regroupe les informations essentielles sur les algues plus

particulièrement les algues brunes, notamment l‘éventail d’activités qu’elles renferment.

Le deuxième chapitre de notre étude, illustre dans un premier temps le matériel

biologique et les méthodes de travail suivies et dans un second temps l’expression des

résultats obtenus ainsi que leur discussion.

L’étude est achevée par une conclusion générale qui résume l’ensemble des résultats

obtenus et les éventuelles perspectives d’avenir.
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.Généralité sur les algues

.1.Définition

Les algues ont souvent été définies par défaut comme étant des organismes vivants

autotrophes, photosynthétiques très abondants. Présents principalement dans les milieux

aquatiques marins ou d’eau douce, allant jusqu'à 180 mètres de profondeur (Anantharaman et

Kannan, 2008; Manneville, 2009; Adaikaraj et al., 2012), d’autres au contraire supportent

dans les eaux des sources thermales des températures élevées (algues thermophiles)

(Kornprobst, 2005). Elles sont également présentes sur le milieu terrestre (Burlot, 2016).

Ses organismes peuvent être libres ou fixées sur un support, possédant des crampons qui

permettent cette fixation. Leurs tailles varient de quelques micromètres à plusieurs mètres, on

distingue donc les macros et les micros algues (Leclerc et Floc'h. 2010; Garon-Lardiere,

2004). Elles ne possèdent pas de véritables tiges, racines, feuilles ni tissus conducteurs mais

un thalle (Figure 1) qui est un appareil végétatif de structure simple. Elles se nourrissent à

travers un processus d’osmose (Gupta et Abu-Ghannam 2011).

Les algues ne constituent pas un ensemble homogène dans le monde végétal mais se

répartissent en plusieurs lignées qui ont évolué indépendamment les unes des autres (Payri et

al., 2000). La nature et la localisation des pigments permettent de définir plusieurs grands

groupes d’algues (Pierre, 2010). Les macroalgues marines sont divisées en trois grands

groupes Rhodophytae (algues rouges), Chlorophytae (algues vertes) et Pheaophytae (algues

brunes). Les algues sont considérées comme une source de composés bioactifs car elles sont

Figure 1: Appareil végétatif des algues marines
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capables de produire une grande variété de métabolites secondaires (Sakthivel et al., 2019),

dont tout une gamme d'activités biologiques leur a été attribuée. (Abu-Ghannam et Rajauria,

2013).

.2. Classification

La classification des algues peut paraitre sans ambigüité, cependant il n’est pas toujours

possible de se fier à sa seule couleur pour positionner une espèce donnée car cette

caractéristique varie avec le nombre et le type des pigments comme avec la structure des

tissus (Mouritsen, 2012). (Figure 2).

. Les algues brunes
.1. Définition

Les grandes algues brunes (Phaeophyceae) sont des espèces structurantes des

communautés benthiques marines (Oppliger, 2015) du point de vue phylogénétique, les

algues brunes (Figure 3) appartiennent au phylum des Hétérokontes, (Othmani, 2014) qui sont

généralement de structure pluricellulaire et de dimensions très variables (Pérez, 1997), dotées

d’appareil végétatif souvent complexe (Ozenda, 2000). Jusqu’à présent aucun membre

Figure 2 : Répartition des divers groupes d’algues eucaryotes, au sens large, dans l’arbre

phylogénétique (Encyclopédie de l’environnement, 2022).
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unicellulaire de ce groupe n’a été trouvé (Rana et al., 2021). Ces algues sont surtout

retrouvées au niveau des côtes rocheuses à faible profondeur (Garon-Lardiere, 2004), elles

sont composées d’environ 2 000 espèces (Josiane, 2019).

La couleur brune ou olivâtre résulte de la dominance du pigment xanthophylle, la

fucoxanthine (Garon-Lardiere, 2004) qui masque les autres pigments (chlorophylles a et c

ainsi que le β-carotène) (Lakhdar, 2018). Différentes classes de substances peuvent avoir des

effets anti-inflammatoires (Campos et al., 2018), de plus, c'est un aliment hautement durable

riche en fibres (Ni et al., 2021).

.2. Principaux composants bioactifsdes algues brunes

Les phéophycées contiennent des composés actifs tels que des caroténoïdes, des

polyphénols qui sont divisés en plusieurs classes dont les acides phénoliques, les flavonoïdes,

les stilbènes, les liganes, les triterpènes, les saponines (Monteiro et al., 2019) les tanins et les

phlorotannins (Rosa et al., 2020) dotées de diverses bioactivités leur conférant un grand

potentiel (Trilaksana et al., 2020). Certains composés phénoliques font partie intégrante de la

structure des parois cellulaires des algues brunes (Akremi et al., 2017).

.2.1. Les polysaccharides

Les polysaccharides d’origine marine sont composés de résidus glycosidiques, pouvant

être liés de façon covalente à des substituants organiques ou inorganiques, constituent une

catégorie de polymères très hétérogène (Pierre, 2010). La figure 4 présente la paroi des algues

brunes, au sein de laquelle s’organisent les polysaccharides fibrillaires et les polysaccharides

Figure 3 : (A) Taonia atomaria (Agardh, 2021), (B) Laminaria digitata, (Pelot,

2012), (C) Fucus vesiculosus (Harrang, 2008).

A B C
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matriciaux (Pierre, 2010). Les principaux composants de polysaccharides des algues brunes

sont (les alginates, le fucoïdane et les laminaranes) (Gómez-Ordónez et al., 2012). Ils ont

plusieurs propriétés importantes, telles que anticoagulante, antitumorale, anticancéreuse,

antimicrobienne, anti-inflammatoire et antioxydante, ces propriétés sont principalement dues

à leur structure et à leurs caractéristiques physico-chimiques (Jacobsen et al., 2019).

Les polysaccharides sulfatés (PS) sont qualifiés les plus souvent de polysaccharides

matriciels. Ce sont des hydrocollooides de structures très complexes (Chouana, 2017), dont

les principaux trouvés dans les algues brunes comprennent le fucoïdane et les laminarines

(Jacobsen et al., 2019), qui produisent des polysaccharides sulfatés (PS) capables d'inhiber la

croissance tumorale (Assef et al., 2021). Possédant une excellente activité antioxydante in

vitro, notamment une capacité de piégeage des radicaux libres et une capacité de chélation des

métaux (Jacobsen et al., 2019).

.2.1.a. Alginates

L’alginate (Figure 5), également appelé algine qui est le sel de l'acide alginique, un

polyuronide gélifiant (Gómez-Ordónez et al., 2012), qui représentent le mucilage matriciel

majeur des algues brunes, ils sont composés de deux unités monosaccharidiques, à savoir

l’acide β-D-mannuronique et l’acide α-L-guluronique (Pierre, 2010). L'alginate de sodium

Figure 4:Schéma de la paroi cellulaire d’une algue brune
(Gurvan et al., 2016).

Hémicelluloses

Alginate

(Région riche en G liée au Ca
2+)

Polyphénols

Protéines structurales

Alginate (région riche en M)

Fucoïdane Sulfaté

Microfibrille de cellulose

Iodure
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obtenu à partir d'algues brunes a montré des propriétés antitumorales et anti-inflammatoires

(Barzkar et al., 2019).

.2.1.b. Laminarine

La laminarine (Figure 6) est un polysaccharide soluble dans l'eau (Barzkar et al., 2019),

c’est le principal polysaccharide de réserve des algues brunes (Gómez-Ordónez et al., 2012),

qui a une forte activité de type héparine, par conséquent possède un potentiel comme agent

anticoagulant, antilipémique, antiviral ou anti-inflammatoire (Barzkar et al., 2019).

.2.1.c. Fucoïdanes

Les fucoïdanes sont des polysaccharides sulfatés présents dans les parois cellulaires des

algues brunes (Balboa et al., 2013), composés majoritairement de résidus L-fucoses liés en α- 

(1→3) ou en α-(1→4) (Chouana, 2017) (Figure 7), qui présentent une gamme d'activités

biologiques, notamment des propriétés immunomodulatrices, anticoagulantes,

anticancéreuses, radioprotectrices et antivirales (Assef et al., 2021).

Figure 6 : Structure chimique des laminarines (Ruiz, 2005).

Figure 5: Structure d’alginate (Godek et Grządka, 2019)
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.2.2. Phlorotannins

Les phlorotannins sont des composés phénoliques produits exclusivement par les algues

brunes (Cotas et al., 2020), ce sont un type de tannin (Akremi et al., 2017), considérés comme

l'un des polyphénols les plus rependus des produits naturels végétaux (Lopes et al., 2012),

structurellement elles sont des oligomères et polymères de 1,3,5-trihydroxybenzène

(phloroglucinol) (Figure 8) (Tanniou et al., 2013). De plus, ce sont des composants hautement

hydrophiles avec une large gamme de tailles moléculaires (126-650 kDa) tels que

diphloréthol, hydroxytrifuhalol, difucol, trifucol, tétrafucol A, tétrafucol B, fucophloréthol,

fucodiphloréthol, fucotriphloréthol A, fucophloréthol E, trifucodiphloréthol A,

trifucotriphloréthol A, 7-hydroxyeckol; et phloroglucinol Dimère C–O–C (Marcelo et al.,

2017). Elles sont reconnues pour leurs activités biologiques telles que antibactériennes,

antifongiques, anti-inflammatoires et antioxydantes (Lopes et al., 2012).

Figure 7 : Structure des unités chimiques du fucoïdane (Pacheco et al., 2020)

Figure 8 : Structures chimiques (A) du phloroglucinol, (B) de 7-hydroxyeckol, (C) du

phloroglucinol Dimère C–O–C (Marcelo et al., 2017).

A B

C
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Figure 9 : Structure du fucostérol (Josiane, 2019).

.2.3. Fucostérol

Les lipides algaux sont des sources de stérols particulières, conférant une caractéristique

intéressante aux algues brunes (Oucif, 2018). Les stérols sont des constituants lipidiques des

membranes cellulaires (Figure 9), qui régulent la fluidité et la perméabilité membranaire, ces

phytostérols ont des effets bénéfiques sur la santé, ils exercent des effets

antihypercholestérolémiants, antioxydants, antitumoraux, antidiabétiques, antihypertenseurs

et anti-inflammatoires (Josiane, 2019). Le fucostérol est le stérol le plus abondant dans les

algues brunes (Salehi et al., 2019).

.2.4. Acides gras

Les macroalgues marines sont riches en acides gras polyinsaturés (Josiane, 2019),

particulièrement oméga 3et oméga 6 qui jouent un rôle important dans la prévention des

maladies cardio-vasculaires, l'arthrose et le diabète (Zehlila, 2017). Ces derniers sont le

constituant essentiel des algues, ces dernières années, les propriétés antimicrobiennes des

acides gras des algues brunes ont été rapportées (El Shoubaky et Salem, 2014).

.2.5.Caroténoïdes

Les caroténoïdes sont une famille de pigments naturels largement présents dans les

algues, principalement dans les algues brunes (Cotas et al., 2020), elles se caractérisent par

une structure chimique complexe, et confèrent une couleur jaune-rougeâtre aux algues

(Zehlila, 2017). De nombreuses algues brunes ainsi que certaines microalgues sont connues

pour posséder de la fucoxanthine comme principal caroténoïde et contribue à près de 10 %
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des caroténoïdes totaux trouvés dans la nature (Rajauria et al., 2017). La fucoxanthine a une

structure moléculaire unique (Figure 10) comprenant une liaison allénique inhabituelle, un

5,6-monoépoxyde et 9 doubles liaisons conjuguées (Zhang et al., 2015), ce pigment appartient

au groupe des xanthophylles et a montré une puissante activité antioxydante (Rodrÿguez-

Bernaldo de Quiros et al., 2010).

.2.6. Lectines

Les lectines sont des protéines de liaison aux glucides (Figure 11), elles possèdent des

masses moléculaires faibles, pas d'affinité pour les monosaccharides, une forte spécificité

pour les oligosaccharides complexes et / ou les glycoprotéines (Mezdour, 2018). Les lectines

se complexent aux carbohydrates et participent à plusieurs processus biologiques tels que les

communications intercellulaires (Oucif, 2018).

Les lectines présentent des molécules intéressantes malgré la faible teneur en protéines

des algues brunes (Conde et al., 2013), elles ont la capacité de connecter les molécules,

d'éviter l'interaction cellule-cellule et d'impliquer le système immunitaire (Parsaeimehr et

Lutzu, 2016).

Ces molécules protéiques algales auraient présenté des activités : antihypertensive,

antitumorale, antimutagène, antityrosinase, anticoagulante, inhibitrice de la précipitation du

calcium, hypocholestérolémiant plasmatique et hépatique, hypoglycémiante et antioxydante,

elles ont également des propriétés chimiques intéressantes en relation avec des applications

immunologiques et anticancéreuses (Conde et al., 2013).

Figure 10 : Structure chimique de la fucoxanthine (Karpinski et Adamczak, 2019).
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Figure 11 : Représentation schématique d’exemples d’interaction lectines-glucides

(Mezdour, 2018).
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I.3. Activités biologiques des algues

Les algues brunes sont une riche source de composés bioactifs naturels aux puissantes

capacités biologiques, principalement des phlorotannins (Li et al. 2011), les polysaccharides

dont les sulfatés (Mao et al., 2006) ou encore les caroténoïdes dont la fucoxanthine (Cotas et

al., 2020).

I.3.1. Activités antioxydante

Le stress oxydatif, défini comme un déséquilibre entre la génération des espèces

réactives de l’oxygène ERO et la capacité du corps à les neutraliser, et à réparer les

dommages oxydatifs (Bengueddour et al., 2013).

Un radical libre se définit comme tout atome ou molécule possédant un électron non

apparié sur l’orbitale externe. Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) réagissent avec des

molécules plus stables pour capter ou céder leurs électrons créant ainsi de nouveaux radicaux

en initiant des réactions en cascade (Eryaman et al., 1999 ; Ivanov, 2008).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'âge car le

vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale

de radicaux (Chouana, 2017; Favier, 2003). En tant que facteur causal important dans le

processus de vieillissement, le radical superoxyde O2- et le peroxyde d'hydrogène H2O2,

qualifiés d’espèces réactives de l'oxygène, ces radicaux libres peuvent gravement

endommager l'ADN, les protéines et les lipides (Trigui et al., 2012 ; Sudhakar et al., 2013).

Les algues brunes représentent une source éventuelle d’antioxydants naturels,

(Bengueddour et al., 2013). Les antioxydants peuvent protéger le corps humain de diverses

maladies, telles que les Cancers, les inflammations, le diabète, les maladies

neurodégénératives et les maladies cardiovasculaires causées par l'interaction des ERO avec

des biomolécules (Trigui et al., 2012 ; Sudhakar et al., 2013). Les enzymes antioxydants sont

le principal système de défense directement impliqué dans la désintoxication des ERO

(Monteiro et al., 2019). C’est pour cela que les antioxydants naturels deviennent de plus en

plus populaires vu leurs grands avantages qui sont l’absence d'effets secondaires (Sonani et

al., 2015).
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I.3.2. Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne des ressources naturelles n'est généralement pas attribuée à un

seul composé, mais pourrait être liée à une combinaison de métabolites, la plupart des

composés responsables de l'activité antimicrobienne des algues sont principalement des

composés phénoliques et des polysaccharides, et leur mécanisme d'action pourrait être

bactériostatique (inhibition de la croissance des micro-organismes) ou bactéricide (destruction

directe des micro-organismes) (Abu-Ghannam et Rajauria, 2013), mais aussi représentent une

source d'une grande variété de lipides complexes avec différentes applications potentielles

(Lakhdar, 2018).

Il est intéressant de tester les antimicrobiens marins pour une éventuelle synergie avec

des médicaments existants (Pérez et al., 2016). Par conséquent, une grande attention a été

accordée à la recherche de nouveaux agents antimicrobiens (Eom et al., 2011).

I.3.3.Activités anticoagulante

Les propriétés anticoagulantes des algues marines ont été découvertes il y a plus de 50

ans, la plupart des composés actifs sont des variétés de polysaccharides sulfatés (Muhammad

et al., 2017) qui présentent d’intéressantes propriétés anticoagulantes (Mao et al., 2006),

l'activité anticoagulante des fucoïdanes est l'une des activités les plus importantes de ce

polysaccharide (Durig et al., 1997). Les polysaccharides sont devenus aujourd’hui une source

importante de composés naturels bioactifs responsables de plusieurs activités biologiques

(Aguilar-Briseño et al., 2015).

La coagulation est le processus qui aboutit à la formation de fibrine nécessaire à la

consolidation du clou plaquettaire (Plaziat-Decourcel, 2009), procédant en cascade et faisant

intervenir plusieurs protéines plasmatiques notamment les facteurs de coagulation (IXa, XIa

et XIIa) et des enzymes procoagulantes, comme la thrombine (Grauffel et al., 1989). Pour

limiter ce phénomène des médicaments comme l'héparine sont administrés aux patients

(Durig et al., 1997), comme anticoagulant pour la prévention des troubles thromboemboliques

veineux (Faller, 2011). Les fucoïdanes ont été proposés comme alternative à l'héparine, car ils

ont moins de risque de contenir des virus ou des prions (Durig et al., 1997). Par conséquent,

les anticoagulants algaux pourraient à l'avenir ajouter une nouvelle dimension dans le

traitement des maladies vasculaires (Athukorala et al., 2007).
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I.3.4. Activités cytotoxiques

La cytotoxicité et la propriété qu’a un agent chimique ou biologique à provoquer des

altérations cellulaires en aboutissant à sa destruction (Dausset, 1976). L'isolement et la

caractérisation des composés cytotoxiques des macroalgues marines ont fait l'objet de

nombreuses études (Josiane, 2019).

La recherche de médicaments anticancéreux à partir des molécules marines a conduit à

des résultats prometteurs dans les essais à différentes phases des maladies cancéreuses

(Lakhdar, 2018). Les macroalgues ont montré de puissantes activités cytotoxiques et peuvent

être consommées comme agent chimiopréventif contre plusieurs cancers en activant des voies

de signalisation intracellulaires menant à l’apoptose (Liu et al., 2015).

Au cours des dernières décennies, les composés phénoliques présents dans différentes

espèces d’algues marines ont été étudiés pour leurs capacités antitumorales et cytotoxiques

(Gager, 2019).

En outre l’activité biologique d’un échantillon doit être évaluée en même temps que son

éventuel cytotoxicité. En effet, s’il s’avère qu’un échantillon soit antiviral, ou anticoagulant

ou anticancéreux, il faut s’assurer qu’il vise bien la cible et pas les cellules, c’est pourquoi il

est très important d’analyser la toxicité de ce même échantillon envers des cellules saines

(Burlot, 2016).
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Matériels et Méthodes

. Matériel végétal

I.1. Echantillonnage

L’espèce d’algue brune Padina pavonica utilisée dans cette étude a été récoltée durant

le mois de Mars 2022 au niveau de la plage dite Boulimat (Bakster) située à environ 20 Km à

l’ouest du centre ville de Bejaïa (36° 49’2,09 N, 4° 59’ 22,19’’ E) (Figure12). C’est une

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

Les échantillons ont été transportés au laboratoire dans des sacs en polyéthylène.

I.2. Traitement des échantillons

L’algue fraiche a été rincée plusieurs fois à l’eau douce afin d’éliminer les épiphytes, les

nématodes et toutes autres matières suspendues et les crampons sont enlevés, puis séchée dans

un milieu aérer à température ambiante et à l’abri de la lumière. Après séchage, l’algue est

broyée à l’aide d’un broyeur mécanique en fine poudre, puis tamisée pour obtenir une poudre

de granulométrie inferieure à 63μm. La poudre est conservée à l’abri de la lumière à 4°C. 

Figure 12 : (A) photographie de la station de récolte (Boulimat Bakster, Bejaia).

(B) Cartographie de la station de récolte (INCT, 2000).

A B
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I.4. Présentation de l’espèce Padina pavonica (Padine Queue de Paon)

Cette algue (Figure 13) photophile colonise les substrats durs bien éclairés de l'étage

infralittoral, en eau calme ou peu agitée (Riviere et al., 2017). La classification botanique de

l’algue Padina pavonicaest présentée dans le Tableau I.

Tableau : Classification de l’algue Padina pavonica (Guiry et Guiry, 2018).

Embranchement Ochrophyta

Sous-embranchement Hterokontae

Super classe Phaeophyta

Classe Phaeophyceae

Ordre Dictyotales

Famille Dictyotaceae

Genre Padina

Espèce Pavonica

Figure 13 : photographie de Padina pavonica
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. Méthodes

.1. Extraction des composés bioactifs

.1.1.Extraction par macération de la fraction phénolique

L’extraction a été effectuée en utilisant le protocole de Cox et al., 2010. Pour cela, 10g

de poudre ont été pesés et macérés dans 100 mL de solvant (éthanol 75%), sous agitation à

40°C pendant 02 heures, par la suite la solution a été centrifugée à 5000 rpm pendant 10

minutes. Le surnageant obtenu est récupéré, filtré et mis dans des flacons fumés puis évaporé

à sec dans une étuve ventilée à 40°C. L’extrait est ensuite conservé à -10°C jusqu’à son

utilisation.

.1.2. Taux d’extraction

Le rendement en extrait sec désigne la quantité d’extrait obtenu après évaporation du

solvant. Le rendement d’extraction est déterminé par la formule suivante :

P0 : poids du flacon vide (mg).

P1 : poids du flacon après évaporation (mg).

E : poids de l’échantillon (mg).

RE : rendement d’extraction exprimé en pourcentage.

.1.3. Extraction des polysaccharides

Les polysaccharides sont extraits à partir des algues marines broyées et tamisées en

utilisant le protocole de Rioux et al., 2007, résumé dans la Figure 14. Toutes les fractions

obtenues A (Laminaranes), B (fucoïdane) et C(Alginates) ont été lyophilisés à l’aide d’un

lyophilisateur. Ces fractions sont ensuite conservées à -10°C jusqu’à leurs utilisation.

RE% = (P1-P0)/ E × 100
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.1.4. Dosage des composés phénoliques

Le dosage des polyphénols totaux a été fait selon la méthode du Folin-Ciocalteu. Ce

réactif est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide

phosphomolybdique (H3PMO12O40) qui est réduit par les phénols en un mélange d'oxydes

Algues broyées et tamisées

Ethanol 85%

Fraction résiduelleExtrait éthanolique

CaCl2 2% à 70°C

Fraction résiduelleFraction A

HCl 0.01M à 70°C

Fraction résiduelleFraction B

Na2Co3 3% à 70°C

Fraction C Fraction résiduelleAcétonePrécipité

Eau physiologique

Figure14: Extraction des polysaccharides (Rioux et al., 2007).
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bleus de tungstène (W8023) et de molybdène (Mo8023), ce mélange absorbe à 760nm

(Harrar, 2012). La coloration produite est proportionnelle à la quantité de polyphénols

présents dans l’extrait analysé (Boizot et Charpentier, 2006).

Le dosage des polyphénols totaux (PT) est effectué par la comparaison de la densité

optique (D.O) observée à celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration

connue (Vermerris et Nicholson, 2008).

La teneur des polyphénols contenus dans l’extrait d’algue Padina pavonica a été

déterminée suivant la méthode décrite par Kosar et al., 2005. Un volume de 200 μl d’extrait à 

10mg/ml est mélangé avec 0,5 mL de Folin, le mélange est homogénéisé et laissé reposer

pendant une minute, 5 mL de carbonate de sodium (voire l’annexe 5) est ajouté au mélange,

ensuite 6,8 ml d’eau distillé sont additionnés au milieu réactionnel. Une gamme d’étalons est

préparée à partir de différentes concentrations d’acide gallique 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625,

0.03125mg/mL, celle-ci est réalisé en suivant le même mode opératoire.

Après 2h d’incubation à température ambiante et à l’obscurité, l’absorbance est mesurée à

760 nm.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

.1.5. Dosage des phlorotannins : test du DMBA

Les composés phénoliques majoritaires (PC) des algues brunes, les phlorotannins, sont

des oligomères et polymères de 1, 3,5-trihydroxybenzène (phloroglucinol) (Tanniou et al.,

2013). Afin de connaitre la teneur en phlorotannins de notre extrait, nous avons utilisé la

méthode colorimétrique du 2,4-diméthoxybenzaldéhyde (DMBA), ce dernier réagit

spécifiquement avec les phénols substitués en 1,3 et 1, 3,5, tels que le phloroglucinol et les

phlorotannins, formant des pigments de triphénylméthane après substitution électrophile

(Lopes et al., 2012).

Le protocole suivi est celui de Lopes et al., 2012, le réactif de travail a été préparé en

mélangeant des volumes égaux de DMBA (2 %, m/v) et HCL (6 %, v/v) préparé dans de

l'acide acétique glacial (voir l’annexe 5). Un volume de 1750 μL de la solution du DMBA est 

mélangé avec 350 μL d’extrait d’une concentration de 10 mg/mL, les tests sont effectués en 
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duplicata. Un témoin est réalisé en mélangeant 1750 μL d’extrait et 350 μL du mélange (HCL 

et CH3COOH). La réaction est laissée à température ambiante et à l’abri de la lumière

pendant 60 minutes, puis l’absorbance est mesurée à 515 nm.

Le dosage quantitatif des phlorotannins a été réalisé à l'aide d'un étalon externe d’acide

tannique. Une série de six concentrations d’acide tannique 0.0625, 0.04, 0.03, 0.02, 0.01,

0.00098 mg/mL a été utilisée pour obtenir une courbe d'étalonnage linéaire, les résultats ont

été exprimés en milligramme équivalent d’acide tannique par gramme d’extrait (mg d’EAT /g

d’extrait).

.1.6.Evaluation des activités biologiques des différents extraits d’algues

.1.6.1. Activité antioxydante : test de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH (2,2- diphényl -1-picryl-hydrazyl) est un radical libre stable. En présence de

composés anti radicalaires, le DPPH de couleur violette se réduit en 2,2- diphényl -1-

picrylhydrazyle de couleur jaune (Maataoui et al., 2006) (Figure 15). Cette décoloration met

en évidence le pouvoir antioxydant et se traduit par une diminution de l’absorbance à 516 nm

(Masuda et al., 1999).

Pour l’évaluation de l’activité antioxydante, deux approches sont appliquées : d’une part

la détermination de la quantité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPH• et

d’autre part, le suivi de la cinétique de la réduction (Popovici et al., 2009).

L'activité antioxydante des extraits a été évaluée par la méthode de Brand-Williams et al.,

1995. Différentes concentrations d’extrait sont préparées dans des tubes à Eppendorf 75, 50,

Figure 15 : Image représentative de la réduction du DPPH (Masuda et

al., 1999).
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25, 12.5, 6.25 mg/mL, puis 75 μL de chaque concentration sont ajoutés à un volume de 2925 

μL de la solution du DPPH. Les mélanges sont ensuite maintenus à l’obscurité pendant 4h à 

température ambiante, après incubation la lecture des absorbances a été effectuée à 516 nm à

l’aide d’un spectrophotomètre.

       Un blanc est réalisé pour chaque concentration d’extrait, ceci en mélangeant 75 μL 

d’extrait avec 2925 μL de méthanol exempt de DPPH. 

 Chaque test est réalisé en triplicata.

Une courbe d’étalonnage du DPPH est réalisée, les valeurs obtenues sont utilisées pour

estimer la concentration d'extrait nécessaire pour accomplir une réduction de 50% de la

concentration initiale de DPPH (EC50) (Keramane et al., 2020).

.1.6.2. Activité anticoagulante

Le test de coagulation mesure le temps écoulé depuis l’activation de la cascade de

coagulation à des points différents jusqu'à la génération de la fibrine (Raber, 1990), qui est

une protéine filamenteuse qui participe à la réparation des vaisseaux sanguins et des tissus

cutanés en cas de plaie hémorragique, elle n'existe pas à l'état naturel. Elle est produite dans le

sang en cas de lésion à partir d’une autre protéine : le fibrinogène (De Fressenel et al., 2015).

Deux tests de coagulation TCA et TP sont réalisés dans ce travail.

.1.6.2.1. Temps de Cephaline Kaolin (TCK)

Le TCA mesure le temps nécessaire pour générer la fibrine à partir de l'initiation de la

voie intrinsèque, dont les facteurs plaquettaires sont nécessaires pour que la cascade

fonctionne normalement (Raber, 1990). Le TCA est exprimé en secondes, sa valeur normale

ne doit pas dépasser plus de 6 à 8 secondes celle du témoin (Hafian et al., 2003).

Les essais sont réalisés selon la méthode de Mourao et al., 1996, un volume de 45μL 

d’échantillon de  plasma humaine normal sont additionnés à 5μL des différentes 

concentrations d’extrait d’algues 50, 25, 12.5, 10, 7.5, 5, 1mg/mL, après incubation à 37°C

pendant 1 minute 50 μL du réactif Cephaline kaolin préchauffé sont ajoutés puis incubés a 

37°C pendant 2 mn, ensuite 50μl du de CaCl2 à 0,025 mol/L lui sont ajoutés et le temps de
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formation du caillot est enregistré grâce à un coagulométre DIAGNOSTICA STAGO (Figure

16).

.1.6.2.2. Taux de prothrombine (TP)

Le temps de prothrombine est le temps nécessaire à la génération de fibrine après

activation du facteur, sa valeur normale est habituellement entre 11 et 15 secondes, ceci

dépend du réactif utilisé (Raber, 1990).

Les essais sont effectués selon la méthode de Qi et al., 2012, 45μL de plasma humain 

citraté normal sont mélangés avec 5μL des différentes concetrations d’algues 50, 25, 12.5,

10, 7.5, 5, 1mg/ml, après incubation à 37°C pendant 1 minute, 100μL d’un activateur pré-

incubé à 37°C pendant 10mn lui sont ajoutés. Le temps de coagulation a été enregistré grâce à

un coagulométre DIAGNOSTICA STAGO.

Ces deux tests ont été effectués pour les différentes concentrations de l’extrait

éthanolique ainsi que pour les différentes fractions polysaccharidiques (.1.3)

d’algue à des concentrations de 50, 10, 5, 2.5, 1.25 mg/ml.

Figure 16 : Photographie du coagulométre DIAGNOSTICA STAGO
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.1.6.3. Test de cytotoxicité

La cytotoxicité est la propriété que possède un agent chimique ou biologique à provoquer

des altérations cellulaires (Dausset, 1976). Certaines plantes utilisées à des fins

thérapeutiques, peuvent à forte dose provoquer une menace pour la santé humain, suite à la

cytotoxicité quelle exerce (Fourasté, 2000). A cet effet, la cytotoxicité est évaluée en

mesurant la fuite d’hémoglobine dans le milieu à 540 nm (Viala et botta, 2007). Le principe

repose sur une attaque membranaire des extraits à étudier, via une hémolyse.

La récolte du sang ainsi que la manipulation sont réalisées aux sains du centre de

transfusion sanguine dans la région de Bejaia (Sidi Ali-Lebhar).

Le test d’évaluation de l’effet hémolytique des extraits a été réalisé selon la méthode

décrit par Okoko et Ere, 2012 (Figure17), 0,5 mL une gamme de concentration d’extrait

allant de 2mg/ml à 0,97μg/ml  sont additionnés à 0,5mL d’une solution érythrocytaire. 

Préparation de la suspension érythrocytaire : le sang est collecté chez des patients sains

dans des tubes à héparine. Une centrifugation à 3000 rpm /10min est effectuée à fin

d’éliminer le plasma, ensuite le culot est lavé trois fois avec du PBS (pH 7.4) et solubilisé de

nouveau dans le même volume ainsi la suspension érythrocytaire obtenue est diluée à 10%. Le

tampon PBS a été préparée préalablement (voir l’annexe 5) et conservé 4°C, tandis que la

suspension érythrocytaire est fraichement préparée avant toute utilisation.

Figure 17 : Protocole d’étude de l’effet hémolytique (Okoko et Ere, 2012).

Incubation à 37°C pendant

30min

Centrifugation à 3000

rpm/10 min

0,5 ml de l’extrait

0,5 ml solution

Lecture à 540nm
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 Un témoin positif est préparé de la même façon en remplaçant l’extrait par de l’H2O

 Un témoin négatif est préparé de la même façon en remplaçant l’extrait par du PBS.

Le pourcentage d’hémolyse a été déterminé selon l’équation suivante :

% ′݀ℎé݉ ݈݋ ݏ݁ݕ =
(ୈ୓ ୶ୣ୲୰ୟ୧୲ି ୈ୓ ୲é୫ ୭୧୬୬é୥ୟ୲୧୤)

ୈ୓ ୲é୫ ୭୧୬୮୭ୱ୧୲୧୤
× 100.

Ce test a également été effectué pour les différentes fractions polysaccharidiques

(.1.3) d’algue à des concentrations de 10, 5, 2.5, 1.25 mg/ml.

.1.6.4.Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits d’algues

 Germes cibles utilisé :

Parmi les microorganismes, on a retenue trois germes cibles qui ont fait l'objet des tests

antibactériens :

 Une bactérie à Gram négatif : - Escherichia coli ATCC 25922.

 Une bactérie à Gram positif : - Staphylococcus aureus résistante à la méthiciline

MRSA ATCC 43300.

- Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Ces germes ont été standardisés au préalable par la méthode des suspensions /dillution

accompangée d‘une mesure de la densité optique, cella a été suivie d’un dénnombrement sur

boite de Pétrie.

Plusieurs méthodes sont largement utilisées par les chercheurs pour détecter et mesurer

l’activité antimicrobienne des extraits d'algues ou de leurs métabolites, la méthode largement

utilisée est le test de diffusion sur gélose (Pérez et al., 2016).

Un ensemencement a été réalisé par écouvillonnage par des souches bactériennes

standardisées (107 UFC/mL) sur le milieu gélosés Mueller-Hinton. Des disques de papier

stérile ayant un diamètre de 3mm ont été déposés aseptiquement sur la gélose ensemencée,
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puis imprégnés immédiatement par une quantité d’extraits d’algues de 20 μL ayant une 

concentration de 10 mg/mL et 50 mg/mL préalablement stérilisé par une filtration sous

pression à l’aide d’un filtre à seringue de 0,45μm. Le solvant de reconstitution a été utilisé 

comme témoin négatif, l’acide gallique et tannique ainsi que l’antibiotique ont été utilisé

comme témoins positifs. Les boites ensemencées ont été ensuite maintenues à 4°C pendant 2h

afin de permettre une bonne diffusion, ces dernières ont été ensuite incubées à 37°C pendant

24 h et les diamètres des zones d’inhibitions ont été mesurés.

Ce test a été aussi effectué pour les différentes fractions polysaccharidiques (.1.3)

d’algues à des concentrations de 10, 5, 2.5, 1.25 mg/ml.

.1.6.4.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices sur
milieu liquide (CMI)

La CMI représente la plus faible concentration d'un extrait capable d’inhiber la croissance

bactérienne ou fongique (Pérez et al., 2016).

La détermination des CMI des extraits d’algues étudiées vis-à-vis des trois souches

testées précédemment, est réalisée selon la technique de microdilution sur microplaques

stériles selon la méthode de Santoyo et al., 2009.

La microplaque a été préparée en répartissant dans chaque puits :

- 165 µL de bouillon Muller Hinton additionné de 0,2% de tween 20.

-  30 μL des différentes concentrations des extraits 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78

mg/mL.

- 5μL de la suspension bactérienne à 107 UFC/mL.

Le volume final de chaque puits est de 200 µL. La microplaque est incubée à 37 ° C

pendant 18 h.

Dans ce test, quatre témoins sont réalisés :

 200 µL de bouillon Muller-Hinton seul.

 165 μL de bouillon Muller-Hinton + 30µL du solvant + 5μLde la souche. 

 165 μL de bouillon Muller-Hinton + 30µL d’ATB + 5μLde la souche. 

 195 μL de bouillon Muller-Hinton + 5μLde la souche. 
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Après incubation, la CMI de chaque extrait a été déterminée par inspection visuelle du

fond du puits par l’absence de formation d’un culot bactérien blanc.

.1.6.4.2. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration permettant

d’obtenir après un temps de contact déterminé, une mortalité de 99,99% de la souche

microbienne testée (Pierre, 2010).

Des boites de Petri coulée d’une gélose nutritive sont ensemencées par des aliquotes (de

5µL), à partir des puits qui n'ont montré aucune croissance. Après incubation à 37°C pendant

24h, la présence de croissance ou pas est mentionnée.

.1.7. Etude statistique

Afin d’effectuer l’étude statistique, chaque test a été réalisé en triplicata. Les résultats

sont exprimés en moyenne ± écart type. Les données sont analysées en utilisant une analyse

de la variance (ANOVA) à l’aide du logiciel XLSTAT 2014. Des différences significatives

(p<0,05) entre les moyennes sont déterminées par le test LSD (Low Significant Difference).
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I. Taux d’extraction des composés phénoliques

Le rendement d’extraction dépend de plusieurs paramètres tels que la température, le

pH, le temps d’extraction et la composition de l’échantillon (Do et al., 2014).

Le taux d’extraction de notre extrait éthanolique récolté au mois de mars (Bakster,

Boulimate) est de 8,524 %, notre rendement se rapproche à celui trouvé chez la même

espèce récoltée en Aout à EL’ach EL-bez, qui était de 8,76 % (kadi et Sebaihi, 2021). Pour

les deux récoltes effectuées au mois d’avril et juillet, elles ont donné un rendement

relativement faible (3,085% ; 3,036%) par rapport à notre taux d’extraction. Cette

différence quantitative peut être due à divers facteurs tels que la composition du sol ainsi

que la période de récolte (Grycova et al., 2007).

En comparant notre étude avec une étude similaire de Saidani (2010), réalisée dans les

mêmes conditions sur l’algue brune Padina pavonica dont le solvant est remplacé par du

méthanol, ont déduit que l’extraction par l’éthanol (8,524%) donnait une meilleure teneur

en composés phénoliques que l’extraction par le méthanol (2,34%).

L’utilisation de l’éthanol comme solvant d’extraction de départ présente plusieurs

avantages : il permet d’extraire le maximum de composés (alcaloïdes, composés

phénoliques, …etc.), d’autre part il est moins altérant que le méthanol (moins toxique), il

est aussi facile à éliminer (Ribéreau-Gayon, 1968).

Notons aussi que le volume du solvant, le nombre de cycles d’extraction et le poids

initial de la poudre influencent l’extraction (Mompou et al., 1998 ; Hadj Salem, 2009).

De même, la méthode d’extraction (macération, décoction, infusion) joue également un

rôle important dans la détermination du rendement ainsi que la composition chimique des

extraits obtenus (Tefiani et al., 2015).

Après la comparaison de nos résultats avec ceux des travaux antérieurs il s’avère qu’au

mois d’aout et décembre où il y a des pics de chaleurs et de froid les rendements sont plus

importants que pendant le printemps.
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. Analyses effectuées sur l’extrait

.1. Dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de l'extrait a été réalisée selon la

méthode du Folin-Ciocalteu. Les quantités de polyphénols totaux correspondantes ont été

rapportées en mg équivalent d'acide gallique.

L’analyse des composés phénoliques montre que l’extrait éthanolique obtenu à partir

de l’algue brune Padina pavonica possède une teneur en phénols totaux de 31,647± 2.555

mg EAG/mg d’extrait. En comparant notre résultat avec le résultat de Zair et Taguelemimt

(2019) qui est de 24,286 ± 0,992mg EAG/g d’extrait, obtenu dans les mêmes conditions

sur la même espèce, on constate que notre teneur en polyphénols est plus élevée.

D’autre part différentes études ont démontré que l’éthanol aqueux est le solvant le

mieux adapté pour leur extraction (Boisvert et al., 2015; Sanchez Camargo et al., 2016;

Otero et al., 2019), de plus le mélange que nous avons utilisé est accepté pour les

applications alimentaires. Zhang et Thomsen (2019) ont montré qu'en dehors des facteurs

extrinsèques (climatiques), les facteurs génétiques, le degré de maturation de l’algue et le

temps de stockage ont une forte influence sur la teneur en polyphénols.

.2. Dosage des phlorotannins

Pour déterminer quantitativement l'extraction des phlorotannins des tissus de l’algue

brune, nous présentons ici la méthode spécifique au diméthoxybenzaldéhyde (DMBA) qui

a été déterminée à l'aide d'un étalon externe d’acide tannique.

La teneur en phlorotannins de l’extrait éthanolique qui est de 2,570 ± 0,156 mg EAT

par g d’extrait. En comparent cette teneur à celle obtenue par Keramane et al., (2020) qui

est de1,18 ± 0,18 mg EPG/g d’extrait.

Amsler et Fairead, (2006), ont rapportés que les échantillons d’algues prélevés à faible

profondeurs montrent une concentration plus élevée en phlorotannins que les échantillons

prélevés dans les eaux profondes. Sachant que l’espèce Padina pavonica a été récoltée à

faible profondeurs cela est dû au système de défense de cette algue pour se protéger du
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degré de solarisation et donc l’agression des rayons UV à cette profondeur (Rosa et al.,

2020).

Rappelons que le DMBA interagit spécifiquement avec les 1,3 et 1,

3,5trihydroxybenzenes (phloroglucinol), l'analyse des phlorotannins par cette méthode

pourrait conduire à une sous-estimation de leur concentration car certains phlorotannins

sont ramifiés et peuvent également avoir des liaisons aryles ou des fuhalols qui contiennent

des groupes hydroxyles supplémentaires dans leur structure en positions 2, 4 ou 6. La

réaction avec le réactif DMBA doit se produire entre les groupes hydroxyle par les

positions 2, 4 ou 6, donc si ces positions sont substituées, il n'y aura pas de changement de

couleur et ces composés phénoliques ne seront pas détectés. Les encombrements stériques

pourraient également entraîner des taux de réaction plus faibles dans les phlorotannins dont

le degré de polymérisation est plus élevé (Ford et al., 2019 ; Jacobsen et al., 2019; Cotas et

al., 2020). Par ailleurs, Les solvants les plus communément utilisés pour l’extraction des

phlorotannins des algues brunes sont les mélanges aqueux de l’éthanol et de l’acétone

(Freil-Pelegrine et Robledo, 2014). Cependant dans les extraction par macération,

l’acétone 70% est considéré comme étant le mélange de solvant le plus efficace pour

extraire les phlorotannins (Koivikko et al., 2005; Murti et Agrawal, 2010; Werner, 2013).

.2. Evaluation de l’activité antioxydante : détermination de l’EC50 :

Le DPPH• (2,2’-Diphényl-1-picrylhydrazyle) est largement utilisé pour estimer la

capacité des substances à agir en tant que piégeurs des radicaux libres ou donateurs

d’hydrogène, et d’évaluer ainsi leur activité antioxydante (Milardovié et al., 2006).

Les résultats de l’effet anti radicalaire (activité antioxydante) de l’extrait de Padina

pavonica sont évalués par un test reposant sur la capacité antioxydante totale et le piégeage

du radical libre DPPH.

La concentration obtenue pour une inhibition de 50 % du radical DPPH initiale pour

l’extrait éthanolique de Padina pavonica est de 2,1325 mg/mL, à partir de l’équation de la

droite obtenue par ces différentes valeurs de piégeage du DPPH par les concentrations

croissantes de l’extrait. Plus la valeur d’EC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un

composé est élevée.
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La capacité à piéger ces radicaux libres est proportionnelle à la concentration des

substances antioxydantes (Luis et al., 2006). En effet, de nombreux chercheurs ont trouvé

une forte corrélation entre la teneur en composé phénolique et l’activité antioxydante (Yan

et al., 1999 ; Kuda et al., 2005).

L’activité anti radicalaire de notre extrait éthanolique traduit donc de sa richesse en

substances actives. Selon Dawidowiez et ses collaborateurs (2006), cette activité peut être

attribuée à la structure moléculaire du composé actif. Par ailleurs, il est important de noter

que pour les extrait éthanolique des algues, on trouve en plus des composés phénoliques,

des lipides, de la chlorophylle, qui peuvent influencés négativement l’activité des

substances antioxydantes (Garcia Alonso et al., 2004).

.3. Evaluation de l’activité antibactérienne

.3.1.Test de diffusion sur milieu solide

Le potentiel antibactérien a été testé contre trois souches bactériennes : Escherichia

coli, Staphylococcus aureus résistante à la méthiciline, Staphylococcus aureus. Les

résultats du test antibactérien de l’extrait éthanolique total de l’algue Padina pavonica sont

regroupés dans le tableau I en annexe 4.

L’échelle d’estimation de l’activité antimicrobienne est donnée par (Bensemir et al.,

2006) : résistant : D˂8mm, modéré : 15mm≥D≥8mm et sensible : D˃15mm. Les diamètres 

des zones d’inhibitions obtenus pour les différents extraits de l’algue Padina pavonica vis-

à-vis des différentes souches utilisés sont représentés dans le tableau II ci-dessous :

Tableau II : Activité antibactérienne des extraits éthanolique de Padina pavonica.
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Souche / Témoin
E. coli S. aureus SARM

Extrait 50mg/mL 12 mm 12 mm 12 mm

Extrait 10mg/mL 13 mm 17 mm 6 mm

Acide gallique 7 mm 10 mm 6 mm

Acide tannique - 12 mm -
Antibiotique 32 mm 32 mm 18 mm

Fraction A - - 18 mm

Fraction B - - 10 mm

Fraction C - - 6 mm

A une concentration de 10 mg/mL, l’extrait éthanolique de Padina pavonica, a montré

une bonne activité antibactérienne vis-à-vis de S. aureus bactérie Gram positive avec une

zone d'inhibition de 17mm. Cependant le SARM a montré une résistance importante avec

une zone d'inhibition de 6mm.

A la concentration de 50 mg/ml, une activité antibactérienne modérée est obtenue par

l’extrait éthanolique de Padina pavonica, avec une même zone d'inhibition de 12 mm vis-

à-vis de S. aureus et du SARM.

Une activité intermédiaire (13mm et 12 mm) Contre Escherichia coli est obtenue aux

concentrations de 10 et 50 mg/ml respectivement, l’activité antibactérienne de Padina

pavonica a déjà été rapportée par Chibani et al. (2011). Pérez et ses collègues (2016),

différentes espèces du genre Padina ont montré une activité antibactérienne contre S.

aureus et E. coli.

Une activité antibactérienne modérée est obtenue par l’extrait éthanolique de Padina

pavonica, à une concentration de 50mg/ml avec une même zone d'inhibition de 12mm vis-

à-vis de E. coli, S. aureus et SARM.

Le solvant de reconstitution (éthanol 75%) qui a été utilisé comme témoin négatif ne

révèle aucune activité antibactérienne sur les bactéries utilisées. L‘acide gallique a montré
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une faible activité à l’égard de E. coli et de SARM avec des zones d'inhibitions

respectivement de 7 mm et 6 mm et une action modérée contre S. aureus (10 mm).

Pour les deux autres témoins négatifs utilisés, l’acide tannique n’a exercé aucune

activité inhibitrice à l’égard d’E. coli et de SARM, alors qu’une activité moyenne est

observée vis-à-vis de S. aureus avec une zone d'inhibition de 12 mm.

Ces résultats témoignent d’une meilleure activité de notre extrait à l’égard des trois

souches utilisées par rapport aux témoins testés.

Sur les trois fractions polysaccharidiques testées, aucune zone d’inhibition n’a été

observée vis-à-vis d’E. coli, S. aureus. Par contre le SARM a montré une forte sensibilité à

la fraction (A) avec une zone d’inhibition de 18mm, suivie d’une activité antibactérienne

modérée par la fraction (B). C’est due à une probable activité des polysaccharides, qui

pourraient agir sur les gènes régulant l'expression de la résistance à la méthiciline mec I,

mec R1 et mec A, vu que c’est la seule différence existant entre eux et le S. aureus voir

(Shannon et Abu-Ghannam, 2016).

FED

CBA
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II. 3.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et

les concentrations minimales bactéricides (CMB)

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de l’extrait phénolique de l’algue

brune ont été déterminées en utilisant la méthode de microdilution sur bouillons Mueller

Hinton. La CMI est déterminée à partir d’une gamme de concentrations de l’extrait (Figure

20).

Figure 18 : Photographies de quelques zones d’inhibition obtenues par l’extrait

éthanolique : Solvant à l’égard du SARM (G), S. aureus (H) et E. coli (I); extrait

50mg/ml et 10mg/ml, acide gallique, acide tannique, antibiotique, fraction A, fraction

B, fraction C, contre E. coli (A et B), S. aureus (C et D) et SARM (E et F).

SARM S.aureus E. coli TTT

Figure 19 : Photographie de la microplaque où le test de microdilution a été

effectué vis-à-vis d’E. coli, S. aureus et du SARM, (T) Témoins (positifs et

négatifs)

G
5

5

5

H

I

1 : Extrait 50mg/mL

2 : Extrait 10mg/mL

3 : Acide gallique

4 : Acide tannique

5 et 9 : Antibiotique

6 : Fraction A

7 : Fraction B

8 : Fraction C

G, H et I (5) : solvant
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Aligiannis et al., (2001) ont établi une classification de l’efficacité de l’inhibition des

extraits des plantes selon les valeurs de CMI comme suit: inhibition modérée: varie de 0,6

mg/mL à 1,5 mg/mL, faible inhibition: CMI supérieure à 1,6 mg/mL.

D'après cette classification, notre extrait exerce une inhibition modérée sur les souches

E. coli et S. aureus avec une CMI de 1.56 mg/mL, et une faible inhibition sur la souche

SARM d’une CMI de 2.34 mg/mL.

En ce qui concerne les concentrations minimales bactéricides CMB, on note que les

différentes concentrations en extrait testés 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 mg/mL possède

un effet inhibiteur bactériostatique vis-à-vis du SARM, S. aureus et E. coli.

Différents travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries à Gram (+)

par rapport aux Gram (-) vis-à-vis des extraits d’algues (Falleh et al., 2008; Hayouni et al.,

2007; Turkmen et al., 2007; Shan et al., 2007; Koné et al., 2004; Jassbi et al., 2013). Cela

pourrait s'expliquer par les différences structurelles entre la paroi des Gram (+) et celle des

Gram (-). En effet, la membrane externe des Gram (-), qui se compose de phospholipides,

de protéines et de lipopolysaccharides, et est imperméable à la plupart des molécules

(Georgantelis et al., 2007).

La composition des algues marines, ainsi que leurs activités antimicrobiennes, varient

avec des facteurs naturels tels que le climat, la salinité, la saisonnalité et la situation

géographique (José Pérez et al., 2016). Ces facteurs influent principalement sur la

température de l'eau. Sachant que nos algues ont été récoltées au printemps, leurs différents

extraits ont exhibé des activités modérés, nos résultats concordent avec ceux de Tan et al.,

(2012) qui ont rapporté de faibles activités antibactériennes des algues marines des côtes

irlandaises au Printemps/été et des activités élevées en automne/hiver, Des résultats

similaires ont été trouvés par Stirk et al., (2007), où l’activité antimicrobienne d’algues

marines récoltées en Afrique du sud, exposaient de meilleures activités en hiver qu’en été.

Certains phlorotannins ont la capacité de s'oxyder et de former des liaisons covalentes

avec certaines protéines et sont des inhibiteurs anti-plasmine et des antioxydants. De plus,

ces composés ont une activité bactéricide prononcée contre les bactéries pathogènes

(Akremi et al., 2017).
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L’efficacité des phlorotannins contre le SARM a déjà été établie et une forte inhibition

de la membrane cellulaire microbienne, l'intégrité ainsi que le métabolisme cellulaire ont

été rapportés (Keramane et al., 2020).

Les agents antimicrobiens extraits des algues affectent les cellules microbiennes par

divers mécanismes antimicrobiens, notamment en attaquant la bicouche phospholipidique

de la membrane cellulaire, en perturbant les systèmes enzymatiques, en compromettant le

matériel génétique des bactéries et en formant deshydro-peroxydases d'acides gras par

l'oxygénation des acides gras insaturés (Abu-Ghannam et Rajauria, 2013).

.4. Evaluation de l’activité anticoagulante

L’activité anticoagulante a été testée pour la fraction éthanolique qui est une fraction

majoritairement polyphénolique, elle a également été testée sur les différentes fractions

obtenues par l’extraction des polysaccharides. Notamment la fraction A correspondante

aux laminaranes, la fraction B aux fucoïdanes et la fraction C qui est les alginates. Le but

était de savoir si les polysaccharides sulfatés extraits des algues pourraient être une

alternative à l’héparine qui est un anticoagulant médicinal.

.4.1. Tests de coagulation de l’extrait éthanolique

L’effet anticoagulant de l’extrait éthanolique de l’algue brune à différentes

concentrations déterminé par les tests de coagulation TCK et TP sont illustrés sur les

figures ci-dessous :
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Figure 20 : Taux de prothrombine de l’extrait éthanolique
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Selon le réactif utilisé, l’intervalle normal de référence pour le test de coagulation TP

est en général situé entre 11 à 15 secondes.

Selon les résultats obtenus, l’augmentation du temps de coagulation induit par

l’extrait d’algue Padina pavonica est important avec un allongement du TP de 15,93 ±

0,40s à une concentration de 50mg/mL, tandis que le plus faible allongement du temps de

coagulation est enregistré pour la concentration de 1mg/mL avec une valeur de 13,93 ±

0,58 s, qui reste cependant supérieur au témoin qui est de 12s. Ce résultat nous permet de

déduire que extrait éthanolique n’a pas d’effet sur la voie extrinsèque de la coagulation

aux concentrations étudiées.

Cette activité anticoagulante est probablement due aux polyphenols contenus dans

l’extrait notamment les phlorotannins. En effet les phlorotannins ont la capacité de

s'oxyder et de former des liaisons covalentes avec certaines protéines plasmatiques et sont

donc des inhibiteurs : anti-plasmine (Akremi et al., 2017).

En ce qui concerne le test de coagulation TCK, l’allongement de 6 à 8 secondes du

temps de coagulation par rapport au témoin qui est de 29s témoigne d’une activité

anticoagulante.
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Figure 21 : Temps de cephaline kaolin d’extrait éthanolique
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L’extrait éthanolique a eu un effet anticoagulant à partir de la concentration de 12.5

mg/ml avec un TCK de 32,16 ± 0,90s qui a augmenté jusqu'à 38 ± 1,87s à 1mg/ml, ce

résultat dépasse le témoin de 29s.

L’évaluation de l’activité anticoagulante de l’extrait éthanolique aux différentes

concentrations par les tests TP et TCK obtenus a montré de bonne activité notamment pour

le test TCK, cela peut être due à sa teneur élevées en composés phénoliques.

.4.2.Tests de coagulation des fractions polysaccharidiques

- La fraction A

Les résultats des tests de coagulation TP et TCK de la fraction A d’espèce étudiée sont

représentés dans les figures 22 et 23 :
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Figure 22 : Taux de prothrombine de la fraction A
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Aucune augmentation du temps de coagulation du test du TP n’a été constatée pour

toutes les concentrations. La fraction A de l’espèce étudiée a une faible action sur la voie

extrinsèque de la coagulation.

En revanche pour le test du TCK, La fraction A de Padina pavonica a montré un effet

anticoagulant très important qui a été observé à la concentration de 10mg/ml avec un TCK

de 39.25 ± 1,20s, ce temps diminue légèrement aux concentrations 5, 2.5, 1.25 mg/ml

avec un TCK allant de 30s à 33s, tandis qu’un effet procoagulant a été constaté à la

concentration de 50mg/ml qui de 17.25 ± 0,21s. Cette capacité d’exercer un effet

procoagulant a été observée dans des fractions du fucoïdanes de l’algue brune Ficus

vesiculus (Fitton et al., 2015).

Karaki et al., (2013) ont étudié l’effet anticoagulant des extraits de l’algue brune

Dictyopteris polypodioides contenant les laminarines et fucoïdanes ont donné un

prolongement du TCK jusqu’a 42,5s à une concentration de 2,5 μg/ml, ces résultats sont en 

accord avec ceux obtenu par notre fractions A de Padina pavonica. Ces mêmes auteurs ont

considéré que la fraction fucoïdane/ laminarane pouvait constituer un traitement alternatif a

l’héparine.
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.4.3.Tests de coagulation des fractions B

Les résultats des tests de coagulation TP et TCK de la fraction B de l’espèce étudiée

sont représentés dans les figures 24 et 25:
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Figure 24 : Taux de prothrombine de la fraction B

Figure 25 : Temps de cephaline kaolin de la fraction B.
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La fraction B est concentration dépendante pour le test de coagulation TP, avec un

maximum de 14.06 ± 0,45s à une concentration de 1.25 mg/ml.

La fraction B de Padina pavonica a révélé un effet procoagulant qui a été observé à la

même concentration par la fraction A de cet espèces qui est de 50 mg/ml avec un TCK de

19,25 ± 1,06s, or qu’avec toutes les autres concentrations on a observé une activité

anticoagulante avec un TCK allant de 31s à 33s.

La fraction B des algues brunes contiendrait majoritairement du fucoïdane. Cette

capacité d’accélérer la coagulation du fucoïdane a été démontrée par Zhang et al., (2013),

en étudiant le fucoïdane fractionné de Ficus vesiculus.

.4.4.Tests de coagulation des fractions C

Les résultats des tests de coagulation TP et TCK de la fraction C de l’espèce étudiée

sont représentés dans les figures 26 et 27 :
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Figure 26: Temps de cephaline kaolin de la fraction C.
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Pour la fraction C, l’activité anticoagulante la plus importante par le teste du test TP a

été obtenu à la concentration 5 mg/mL avec une valeur de 13,56 ± 0,11s, ce qui est

supérieur au temps de coagulation obtenu par les autres concentrations qui est presque

stable (13 ± 0,24s).

La fraction C a donné un bon résultat à la concentration de 50 mg/ml avec un TCK de

43,42 ± 4,80s qui n’a pas été observé avec les autres fractions de cette espèce, suivi d’une

stabilité du temps de coagulation avec les autres concentrations avec une moyenne de

31,25 ± 0,48s.

La fraction C des algues brunes étudiées serait composée en majorité d’alginate.

Pulsawat et Tongmalee (2014) ont obtenu un TCK de 288s à 75μg/mL de l’alginate sulfaté 

et Ghonghua et al., (2003) ont aussi attesté l’effet anticoagulant de l’alginate sulfaté avec

un TCK de 226s à 16,7μg/mL. Les algues marines sont une riche source de 

polysaccharides sulfatés avec de nouvelles structures aux propriétés anticoagulantes (Mao

et al., 2006).

L’évaluation de l’activité anticoagulante montre que toutes les fractions testées ont une

faible action sur la voie extrinsèque de la coagulation, mais une grande activité dans

l’inhibition de la voie intrinsèque. Pour la fraction A et B c’est à la concentration de 10
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Figure 27 : Temps de cephaline kaolin de la fraction C.
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mg/mL qu’on a observé un effet anticoagulant très important avec des valeurs

respectivement de (39,25 ± 1,20s ; 33,85 ± 2,75s), tandis que la fraction C a donné le plus

important temps de coagulation à la concentration 50 mg/mL avec une valeur de 43,4 ±

4,80s). En conclusion, l’algue brune a montré une grande activité anticoagulante avec la

fraction C contenant majoritairement des alginates.

Des relations complexes existaient entre la structure et la propriété anticoagulante des

polysaccharides sulfatés. Une analyse plus approfondie de la relation structure-activité des

polysaccharides sulfatés jouera un rôle important dans la compréhension de la propriété

anticoagulante (Qi et al., 2012). Après les études sur les propriétés anticoagulantes des

algues brunes, il a été admis que les polysaccharides sulfatés extraits de cette algue

pourraient être une source alternative pour la production d’un nouvel anticoagulant (Faller,

2011).

.4. Evaluation de la cytotoxicité

Toute substance biologiquement active est susceptible, à forte ou à faible dose pour

une administration prolongée, de produire des effets indésirables, voire nocifs. Les essais

de toxicité comme de cytotoxicité accompagnent donc les essais d’activités biologiques.

Dans ce travail, la cytotoxicité est évaluée in vitro, en utilisant les érythrocytes comme

modèle cellulaire, afin d’évaluer l’effet hémolytique en présence et en absence de nos

extraits.

 Pour l’extrait éthanolique : Les résultats enregistrés sont reportés sur la
figure 28 :
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Pour une concentration de 2 mg/mL (la plus forte concentration employée) de l’extrait

éthanolique contenant les polyphénols, le taux d’hémolyse provoqué est très élevé en

comparent à celui du témoin négatif (présence de PBS) ils sont respectivement de 38,51 ±

0,73% et 5,50%. On peut conclure qu’à cette concentration l’extrait éthanolique, est donc

cytotoxique. Une diminution de l’effet hémolytique est observée à la concentration de

1mg/mL avec un taux d’hémolyse de 10,97 ± 0,33% qui est moyennement cytotoxique en

comparant au témoin négatif.

Pour le même extrait, une gamme de concentrations plus large comprise entre

0,97μg/ml et 0,5mg/ml a été employée, les taux d’hémolyse enregistrés sont compris entre 

-0,57 ± 0,14% et 2,48 ± 0,03 % ce qui témoigne de la non cytotoxicité de l’extrait à ces

concentrations.

Des différences significatives (p < 0,05) sont observées entre la cytotoxicité des

différentes concentrations utilisées, (voir l’annexe 4).

L’effet hémolytique de l’extrait éthanolique à forte concentration est probablement dû

à une attaque membranaire via les protéines membranaires exercé par notre extrait

éthanolique, ceci a de fortes doses (> 2 mg/ml).

 Pour les fractions polysaccharidiques: les résultats obtenus sont
représentés sur la figure 29 :
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Figure 28 : Effet hémolytique de l’extrait éthanolique
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Les résultats de la figure 30 montrent qu’à la plus grande concentration (10 mg/mL)

en polysaccharides sulfatés des trois fractions étudiés (A, B, C), le taux d’hémolyse étant

très faible est respectivement de (1,71 ± 0,48% ; 1,10 ± 0,20% ; 5,23 ± 0,09%), suivit

d’une diminution remarquable pour toutes les concentrations restantes des trois fractions

étudiées. On peut conclure qu’à des concentrations allant de 1,25 à 10 mg/mL de

polysaccharides sulfatés, les différentes fractions polysaccharidiques sont donc non

cytotoxiques a toutes les concentrations. Bien que l’analyse statistique ait révélé des

différences significatives entre l’activité des trois fractions, (p < 0,05) (voire l’annexe 4).

Cette absence de cytotoxicité suggère que les polysaccharides sulfatés peuvent être

utilisés comme des médicaments prometteurs dans un futur proche notamment comme

agent anticoagulant. Par ailleurs, les polysaccharides sulfatés issus des algues marines sont

également connus pour leurs propriétés anti-radicalaires et antioxydantes (Faller, 2011),

mais d’autres études sont encore nécessaires notamment des essais cliniques.
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Conclusion
Ce travail s’est porté sur l’exploration des potentialités naturelles d’une algue marine

de la côte de Bejaia, en terme de pouvoir anticoagulant, antioxydant et antimicrobien, ainsi

que sur l’étude de sa potentiel cytotoxicité afin de pouvoir extrapoler ses éventuelle

activités pour des utilisations en pratique.

L’éthanol à 75% a été choisi comme solvant d’extraction pour son bon rendement en

extraction des composés phénoliques totaux, en effet le rendement d’extraction est

considérable avec une valeur de 8,524 %. Le dosage quantitatif des principales classes de

métabolites secondaires a permis d’enregistrer des teneurs élevées en polyphénols totaux

avec 31,647± 2.555 mg EAG/g d’extrait et en phlorotannins avec 2,570± 0,156mg EAT/g

d’extrait.

La détermination in vitro de l’activité antioxydante effectuée par le test de piégeage

du radical DPPH nous a permis de conclure que l’extrait éthanolique a prouvé son

efficacité dans l’amélioration du stress oxydatif avec un EC50 de 2,1325 mg/mL.

L’évaluation de l’effet antibactérien montre que toutes les souches bactériennes testées

sont sensibles à l’extrait d’algue P.pavonica. La meilleure zone d’inhibition est obtenue

par la concentration de 10mg/mL de l’extrait vis-à-vis de S.aureus avec un diamètre de

17mm. Concernant les fractions polysaccharidiques (A, B et C), elles ont dévoilé leur

activité seulement à l’égard du SARM, dont la meilleure activité enregistrée est celle de la

fraction A avec une zone de 18mm. Ce qui est un résultat prometteur pour remédier

notamment aux problèmes résistances aux antibiotiques.

La détermination des CMI et des CMB a révélé des concentrations actives très

intéressantes de l’extrait éthanolique notamment avec une CMI de 1,56 mg/mL pour E.

coli et S.aureus, alors que pour le SARM une CMI de 2.34 mg/mL et une CMB de 2,34

mg/mL ont été enregistrés.

L’évaluation de l’activité anticoagulante montre que l’extrait éthanolique de l’espèce

testée a une faible action sur la voie extrinsèque de la coagulation, mais une grande activité

dans l’inhibition de la voie intrinsèque. Les polysaccharides algaux extraits ont démontré

une activité anticoagulante avec les fractions A (laminaranes) et B (Fucoïdanes) aux

concentrations allant de 1,25 à 10 mg/mL et une activité pro-coagulante à la concentration
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de 50 mg/mL. Ceci est en accord avec quelques études réalisées. L’algue brune a montré

une grande activité anticoagulante avec la fraction C contenant majoritairement des

alginates dont la meilleure activité a été observée à une concentration de 50 mg/mL.

L’exploration de l’éventuelle cytotoxicité, réalisée in vitro, sur des érythrocytes, en

présence des différentes concentrations d’extrait éthanolique à démontré un effet

cytotoxique aux concentrations de 2mg/mL et 1mg/mL avec des pourcentages respectif de

38,51 ± 0,73%et 10,97± 0,33%. En diminuant les concentrations à partir de 0,5mg/mL,

aucun effet cytotoxique n’a été enregistré.

En ce qui concerne les différentes fractions polysaccharidiques (A, B et C), aucune

cytotoxicité n’a été trouvée aux concentrations allant de 1,25 à 10 mg/mL, ce qui nous

conforte dans l’optique de leur utilisation en thérapeutique notamment comme

anticoagulant.

L’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’une première étape dans

l’utilisation de substances d'origine naturelle biologiquement active, pour compléter ce

travail il serait intéressant de :

 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 d’extrait.

 Faire des tests in-vivo de l’activité anticoagulante.

 Tester l’activité antifongique des extraits (Candida albicans) ainsi que d’autres

souches bactériennes.
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Annexe 01 : les courbes d’étalonnages.

Figure 1 : Courbe d’étalonnage pour le dosage du DPPH.

Figure 2 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique pour le dosage des

polyphénols.
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage de l’acide tannique pour le dosage des

phlorotannins.
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Annexe 02 : Matériels et Produits utilisés.

Appareillage :

 Autoclave.

 Bain marie.

 Balance de précision.

 Etuve de 37C°.

 Etuve ventilé de 40 C°.

 PH mètre.

 Plaques agitatrice.

 Plaque chauffante agitatrice.

 Spectrophotomètre UV-visible.

 Vortex.

 Centrifugeuse SIGMA/ROTOFIX 32A.

 Lecteur microplaque : appareil ILLISA (Stat Fax – 2100).

Figure 04 : Centrifugeuse ROTOFIX 32A Figure 05: appareil ILLISA (Stat Fax –

2100)



Produits chimiques :

 Acétone (C3H6O); 99,78%; MM 58g/mol, d=0,819 (BIOCHEM).

 Carbonate de sodium (Na2CO3).

 Chlorure de sodium (NaCl).

 Eau physiologique (9g de NaCl dans un litre d’eau distillée).

 Folin-Ciocalteu.

 Ethanol (C2 H6O).

 Tween 20.

 Acide gallique.

 Acide tannique.

 Acide acétique.

 DMBA: Diméthoxybenzaldéhyde.

 DPPH: Radical diphényl picryl-hydrazyl.

 Acide chlorodrique (HCL).

 Quercitine.



Annexe03: Composition (pour un litre) des milieux de culture utilisés (Guiraud,
1998).

Gélose Mueller Hinton

Extrait de viande 2 g

Hydrolysat acide de caséine 17,5 g

Amidon 1,5 g

Agar 10 g

PH 7, 4

Gélose PCA
Peptone 5 g

Extrait de levure 2,5 g

Glucose 1 g

Agar 15 g

PH 7

Bouillon Mueller Hinton

Infusion de viande 2,0

Hydrolysat de caséine 17,5

Amidon de maïs 1,5

Ca2+ 20 - 25 mg/L

Mg2+ 10 - 12,5 mg/L

PH final 7,3 ± 0,1

Gélose nutritive

Tryptone 5,0g

Extrait de viande 1,0g

Extrait de levure 2,0 g

Chlorure de sodium 5,0 g

Agar agar bactériologique 12,0 g



Tampon phosphate salin (PBS) :

Pour préparer 1000mL du PBS :

Concentration et réactifs Quantité

137 mM NaCl 8,0 g/l

2,7 mM KCl 0,2 g/l

10 mM Na2Hpo4 1,42 g/l

1,76 mM KH2po4 0,24 g/l

 800 mL ont été versés dans un erlène, puis les différentes quantités pesées ont été

rajouté, ensuite additionné avec du l’eau distillée jusqu'au 1000 mL.

Réactif du travail (DMBA 2% et HCl 6%) : 10 mL

 HCl 6%: 0,3 mL HCl + 4,7 mL CH3COOH.

 DMBA 2%: 0,1 g DMBA + 5mL CH3COOH.

Carbonate de sodium :

 20 g du Na2Co3 plus 100 mL d’eau distillé.



Annexe 04 : Résultats de l’étude statistique

Tableau II : Etude statistique du temps Cephaline Kaolin de la fraction A
(TCK).

Tableau III : Etude statistique du taux prothrombine de la fraction A (TP).

Contraste Différence
Différence

standardisée
Valeur

critique Pr > Diff Significatif

A 1,25 vs A 50 1,7500 2,2965 2,2622 0,0473 Oui

A 1,25 vs A 10 0,4500 0,5905 2,2622 0,5694 Non

A 1,25 vs A 5 0,4167 0,5468 2,2622 0,5978 Non

A 1,25 vs A 2,5 0,3500 0,4593 2,2622 0,6569 Non

A 2,5 vs A 50 1,4000 2,0540 2,2622 0,0702 Non

A 2,5 vs A 10 0,1000 0,1467 2,2622 0,8866 Non

A 2,5 vs A 5 0,0667 0,0978 2,2622 0,9242 Non

A 5 vs A 50 1,3333 1,9562 2,2622 0,0821 Non

A 5 vs A 10 0,0333 0,0489 2,2622 0,9621 Non

A 10 vs A 50 1,3000 1,9073 2,2622 0,0888 Non

Contraste
Différence

Différence
standardisée

Valeur
critique Pr > Diff Significatif

A 10 vs A 50 22,0000 48,3502 2,2622 < 0,0001 Oui

A 10 vs A 1,25 8,2500 16,2172 2,2622 < 0,0001 Oui

A 10 vs A 2,5 8,0000 17,5819 2,2622 < 0,0001 Oui

A 10 vs A 5 5,5500 12,1974 2,2622 < 0,0001 Oui

A 5 vs A 50 16,4500 36,1528 2,2622 < 0,0001 Oui

A 5 vs A 1,25 2,7000 5,3074 2,2622 0,0005 Oui

A 5 vs A 2,5 2,4500 5,3845 2,2622 0,0004 Oui

A 2,5 vs A 50 14,0000 30,7683 2,2622 < 0,0001 Oui

A 2,5 vs A 1,25 0,2500 0,4914 2,2622 0,6349 Non

A 1,25 vs A 50 13,7500 27,0286 2,2622 < 0,0001 Oui



Tableau IV : Etude statistique du taux prothrombine de la fraction B (TP).

Contraste Différence
Différence

standardisée
Valeur

critique Pr > Diff Significatif

B 1,25 vs C 50 1,9333 3,3961 2,2622 0,0079 Oui
B 1,25 vs C 5 0,6667 1,1711 2,2622 0,2716 Non
B 1,25 vs C 10 0,5333 0,9369 2,2622 0,3733 Non
B 1,25 vs C 2,5 0,4000 0,7026 2,2622 0,5000 Non
B 2,5 vs C 50 1,5333 3,0114 2,2622 0,0147 Oui
B 2,5 vs C 5 0,2667 0,5237 2,2622 0,6131 Non
B 2,5 vs C 10 0,1333 0,2619 2,2622 0,7993 Non
B 10 vs C 50 1,4000 2,7495 2,2622 0,0225 Oui
B 10 vs C 5 0,1333 0,2619 2,2622 0,7993 Non

B 5 vs C 50 1,2667 2,4877 2,2622 0,0346 Oui

Tableau V : Etude statistique du temps Cephaline Kaolin de la fraction B
(TCK).

Contraste Différence
Différence

standardisée
Valeur

critique Pr > Diff Significatif

B 10 vs B 50 14,6000 17,9701 2,2622 < 0,0001 Oui
B 10 vs B 5 2,5500 3,1386 2,2622 0,0120 Oui
B 10 vs B 1,25 2,0750 2,2843 2,2622 0,0482 Oui
B 10 vs B 2,5 1,9500 2,4001 2,2622 0,0399 Oui
B 2,5 vs B 50 12,6500 15,5700 2,2622 < 0,0001 Oui
B 2,5 vs B 5 0,6000 0,7385 2,2622 0,4790 Non
B 2,5 vs B
1,25 0,1250 0,1376 2,2622 0,8936 Non
B 1,25 vs B 50 12,5250 13,7886 2,2622 < 0,0001 Oui
B 1,25 vs B 5 0,4750 0,5229 2,2622 0,6137 Non
B 5 vs B 50 12,0500 14,8315 2,2622 < 0,0001 Oui



Tableau VI : Etude statistique du taux prothrombine de la fraction C (TP).

Contraste
Différence

Différence
standardisée

Valeur
critique Pr > Diff Significatif

C 5 vs C 10 0,8000 2,5159 2,2622 0,0330 Oui
C 5 vs C 50 0,5667 1,7821 2,2622 0,1084 Non
C 5 vs C 1,25 0,3167 0,8907 2,2622 0,3963 Non
C 5 vs C 2,5 0,3000 0,9435 2,2622 0,3701 Non
C 2,5 vs C 10 0,5000 1,5724 2,2622 0,1503 Non
C 2,5 vs C 50 0,2667 0,8386 2,2622 0,4234 Non
C 2,5 vs C 1,25 0,0167 0,0469 2,2622 0,9636 Non
C 1,25 vs C 10 0,4833 1,3595 2,2622 0,2071 Non
C 1,25 vs C 50 0,2500 0,7032 2,2622 0,4997 Non
C 50 vs C 10 0,2333 0,7338 2,2622 0,4817 Non

Tableau VII : Etude statistique du temps Cephaline Kaolin de la fraction C
(TCK).

Contraste Différence
Différence

standardisée
Valeur

critique Pr > Diff Significatif

C 50 vs C 5 12,7000 9,0612 2,2622 < 0,0001 Oui

C 50 vs C 10 12,1000 8,6331 2,2622 < 0,0001 Oui

C 50 vs C 2,5 11,9000 8,4904 2,2622 < 0,0001 Oui

C 50 vs C 1,25 11,4000 7,2749 2,2622 < 0,0001 Oui

C 1,25 vs C 5 1,3000 0,8296 2,2622 0,4282 Non

C 1,25 vs C 10 0,7000 0,4467 2,2622 0,6656 Non

C 1,25 vs C 2,5 0,5000 0,3191 2,2622 0,7569 Non

C 2,5 vs C 5 0,8000 0,5708 2,2622 0,5821 Non

C 2,5 vs C 10 0,2000 0,1427 2,2622 0,8897 Non

C 10 vs C 5 0,6000 0,4281 2,2622 0,6787 Non



Tableau VIII : Etude statistique du taux prothrombine d’extrait (TP).

Contraste Différence
Différence

standardisée
Valeur

critique Pr > Diff Significatif

TP E 50 vs TP E 1 1,7833 4,1137 2,1604 0,0012 Oui

TP E 50 vs TP E 5 1,1333 2,9229 2,1604 0,0119 Oui

TP E 50 vs TP E 7,5 0,7667 1,9773 2,1604 0,0696 Non

TP E 50 vs TP E 10 0,4667 1,2036 2,1604 0,2502 Non

TP E 50 vs TP E 12,5 0,3333 0,8597 2,1604 0,4055 Non

TP E 50 vs TP E 25 0,2000 0,5158 2,1604 0,6146 Non

TP E 25 vs TP E 1 1,5833 3,6524 2,1604 0,0029 Oui

TP E 25 vs TP E 5 0,9333 2,4071 2,1604 0,0317 Oui

TP E 25 vs TP E 7,5 0,5667 1,4615 2,1604 0,1676 Non

TP E 25 vs TP E 10 0,2667 0,6877 2,1604 0,5037 Non

TP E 25 vs TP E 12,5 0,1333 0,3439 2,1604 0,7364 Non

TP E 12,5 vs TP E 1 1,4500 3,3448 2,1604 0,0053 Oui

TP E 12,5 vs TP E 5 0,8000 2,0632 2,1604 0,0597 Non

TP E 12,5 vs TP E 7,5 0,4333 1,1176 2,1604 0,2840 Non

TP E 12,5 vs TP E 10 0,1333 0,3439 2,1604 0,7364 Non

TP E 10 vs TP E 1 1,3167 3,0373 2,1604 0,0095 Oui

TP E 10 vs TP E 5 0,6667 1,7194 2,1604 0,1093 Non

TP E 10 vs TP E 7,5 0,3000 0,7737 2,1604 0,4529 Non

TP E 7,5 vs TP E 1 1,0167 2,3452 2,1604 0,0355 Oui

TP E 7,5 vs TP E 5 0,3667 0,9457 2,1604 0,3616 Non

TP E 5 vs TP E 1 0,6500 1,4994 2,1604 0,1577 Non



Tableau IX : Etude statistique du temps Cephaline Kaolin d’extrait (TCK).

Contraste Différence
Différence

standardisée
Valeur

critique Pr > Diff Significatif

TCK E 1 vs TCK E 50 27,1833 19,1709 2,1604 < 0,0001 Oui
TCK E 1 vs TCK E 25 25,1833 17,7604 2,1604 < 0,0001 Oui
TCK E 1 vs TCK E 12,5 7,1833 5,0660 2,1604 0,0002 Oui
TCK E 1 vs TCK E 10 2,2833 1,6103 2,1604 0,1313 Non
TCK E 1 vs TCK E 5 1,5167 1,0696 2,1604 0,3042 Non
TCK E 1 vs TCK E 7,5 1,4833 1,0461 2,1604 0,3146 Non
TCK E 7,5 vs TCK E 50 25,7000 20,2641 2,1604 < 0,0001 Oui
TCK E 7,5 vs TCK E 25 23,7000 18,6871 2,1604 < 0,0001 Oui
TCK E 7,5 vs TCK E 12,5 5,7000 4,4944 2,1604 0,0006 Oui
TCK E 7,5 vs TCK E 10 0,8000 0,6308 2,1604 0,5391 Non
TCK E 7,5 vs TCK E 5 0,0333 0,0263 2,1604 0,9794 Non
TCK E 5 vs TCK E 50 25,6667 20,2378 2,1604 < 0,0001 Oui
TCK E 5 vs TCK E 25 23,6667 18,6609 2,1604 < 0,0001 Oui
TCK E 5 vs TCK E 12,5 5,6667 4,4681 2,1604 0,0006 Oui
TCK E 5 vs TCK E 10 0,7667 0,6045 2,1604 0,5559 Non
TCK E 10 vs TCK E 50 24,9000 19,6333 2,1604 < 0,0001 Oui
TCK E 10 vs TCK E 25 22,9000 18,0564 2,1604 < 0,0001 Oui
TCK E 10 vs TCK E 12,5 4,9000 3,8636 2,1604 0,0020 Oui
TCK E 12,5 vs TCK E 50 20,0000 15,7697 2,1604 < 0,0001 Oui
TCK E 12,5 vs TCK E 25 18,0000 14,1928 2,1604 < 0,0001 Oui
TCK E 25 vs TCK E 50 2,0000 1,5770 2,1604 0,1388 Non

Tableau X : Etude statistique de la cytotoxicité d’extrait.

Modalité Moyenne
estimée Groupes

Cyto 2 38,5100 A
Cyto 1 11,2000 B
Cyto1 10,8150 B
Cyto
0,0625 2,8567 C
Cyto 0,25 2,8333 C
Cyto 0,5 2,4800 C
Cyto
0,03125 1,5800 D
Cyto 0,125 1,3033 D E
Cyto
0,015625 0,5900 E F
Cyto
0,0078 0,5733 E F
Cyto
0,00097 -0,2050 F G
Cyto
0,0019 -0,4167 G
Cyto
0,0039 -0,6667 G



Tableau XI : Etude statistique de la cytotoxicité des trois fractions.

Modalité
Moyenne
estimée Groupes

C 10 5,2600 A
C 10 5,1800 A

B5 1,9000 B
A 10 1,7133 B
B 10 1,2250 B C
C 5 1,0533 B C
B 5 1,0450 B C D
B 2,5 0,9367 B C D
B10 0,8700 B C D E
A 5 0,7100 B C D E

A 5 0,6450 C D E
C 2,5 0,3300 D E
A 2,5 0,2733 D E
C 1,25 0,0970 E F
C 1,25 -0,1200 E F

B 1,25 -0,5067 F
A 1,25 -0,6400 F

A 1,25 -0,7100 F

Tableau XII : Etude statistique de l’activité antioxydante (DPPH).

Contraste Différence
Différence

standardisée
Valeur

critique Pr > Diff Significatif

C 1,37 vs C 5,84 0,1530 15,3000 2,5708 < 0,0001 Oui

C 1,37 vs C 2,74 0,1090 10,9000 2,5708 0,0001 Oui

C 2,74 vs C 5,84 0,0440 4,9193 2,5708 0,0044 Oui





Résumé

Le but de ce travail est l’étude de la cytotoxicité d’une algue marine en vu de l’exploitation de ses

différentes bioactivités. L’extrait a été obtenu par macération en utilisant l’éthanol comme solvant

avec un rendement de 8,524 %. La teneur totale en composés phénolique déterminée par le test du

Folin-Ciocalteu, est de 31,647± 2.555 mg EAG/g. Le taux phlorotannins évalués par la méthode du

DMBA est de 2,570± 0,156 mg EAT/g. Le test du DPPH a montré une bonne activité antioxydante

avec un EC50 de 2,1325 mg/mL. Une activité antibactérienne importante est notée pour l’extrait

éthanolique à l’égard de S.aureus (17 mm), avec une CMI de 1,56 mg/mL et une CMB supérieure à

1,56 mg/mL; en ce qui concerne les fractions polysaccharidiques (A, B et C), une activité a été

enregistrée seulement à l’égard du SARM avec une importante zone de 18 mm. Une activité

anticoagulante a été observée surtout avec le test TCK, l’algue brune a montré une activité

anticoagulante remarquable par son extrait éthanolique et ses fractions polysaccharidiques A, B et C

avec un prolongement allant jusqu'à 43,42 ± 4,80s avec la fraction C à 50 mg/mL, à la même

concentration une activité pro coagulante a été observé dans les fractions A et B. L’évaluation a

montré que l’extrait éthanolique est non cytotoxique aux concentrations allant de 0,97 μg/mL à 0,5 

mg/mL. On ce qui concerne les différentes fractions polysaccharidiques (A, B et C), l’effet

hémolytique est également non cytotoxique avec toutes les concentrations testées.

Mots clés: Algues brunes, polyphénols, activité antioxydante, activité antibactérienne, activité

anticoagulante, activité cytotoxique, polysaccharides sulfatés, phlorotannins.

Abstract

The aim of this work is the study of the cytotoxicity of seaweed in view of the exploitation of its

different bioactivities. The extract was obtained by maceration using ethanol as solvent with a yield of

8.524%. The total content of phenolic compounds, determined by the Folin-Ciocalteu test, is 31.647±

2.555 mg EAG/g. The phlorotannin level evaluated by the DMBA method is 2.570 ± 0.156 mg

EAT/g. The DPPH test showed good antioxidant activity with an EC50 of 2.1325 mg/mL. Significant

antibacterial activity is noted for the ethanolic extract against S.aureus (17 mm), with an MIC of 1.56

mg/mL and a CMB greater than 1.56 mg/mL; with regard to the polysaccharide fractions (A, B and

C), activity was recorded only against MRSA with a large area of 18 mm. An anticoagulant activity

was observed especially with the TCK test, the brown algae showed a remarkable anticoagulant

activity by its ethanolic extract and its polysaccharide fractions A, B and C with an extension going up

to 43.42 ± 4.80s with fraction C at 50 mg/mL, at the same concentration a procoagulant activity was

observed in fractions A and B. The evaluation showed that the ethanolic extract is non-cytotoxic at

concentrations ranging from 0.97 μg/mL at 0.5mg/mL. Regarding the different polysaccharide 

fractions (A, B and C), the hemolytic effect is also non-cytotoxic with all the concentrations tested.

Keywords: Brown algae, polyphenols, antioxidant activity, antibacterial activity, anticoagulant

activity, cytotoxic activity, sulfated polysaccharides, phlorotannins.
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