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Introduction

Introduction

Vivre en symbiose avec la nature est source de santé et de bien-étre, il vaut mieux mettre
en ceuvre tout ce qui peut améliorer la résistance de notre terrain biologique utilisant des
thérapeutiques naturelles en vu de nous préserver de toute agression éventuelle et maintenir
ainsi I’état de santé, que nous percevons donc aujourd’hui comme le meilleur état

d’équilibre dynamique de 1’organisme dans le milieu. (Donadieu, 1996).

Bien moins connue que la plus part des autres végétaux du fait de leur habitat
essentiellement aquatique (Gayral ,1975). On a estimé que les algues comprennent plus de
trente milles espéces (Guiry., 2012). Les algues rentrent dans le groupe des thérapeutiques
naturelles dénuées de toxicité qui peuvent intervenir de facon utile pour notre santé
(Moritsen., 2015).

En effet la santé humaine est au cceur des préoccupations actuelles et le stress oxydatif
représente une des principales causes de maladies comprenant des cancers, 1’hyper tension,
le diabéte, des désordres neurologiques ainsi que des maladies inflammatoires. Ce stresse
oxydatif qui est due principalement aux radicaux libres. Ces derniers sont également
responsables de dégats dans le domaine alimentaire comme I’oxydation des lipides et des
protéines reduisant la durée de vie des aliments, ils sont responsables de la formation de
mauvais gouts et de composés chimiques toxiques (Tierney et al. 2013). Les altérations des
aliments et les préjudices sur la santé humaine sont également dues aux microorganismes,
parmi lesquels les champignons sont plus difficiles a éliminer que les bactéries, de part la

nature de leur cellule eucaryote.

Des conservateurs alimentaires chimiques sont largement utilisés pour prévenir la
détérioration des aliments. Cependant les consommateurs sont a la recherche d’alternatives
biologiques a ces conservateurs synthétiques. En effet il y a un réel besoin d’identifier et
d’extraire des composés naturels pour remplacer ces antioxydants chimiques comme le
BHA (butylated hydroxytoluene) ou encore le TBHQ (tert-butylhydroxyquinone), ainsi
que les antimicrobiens de synthése comme le nitrate de sodium, le benzoate de sodium et

I’acide ascorbique, qui peuvent avoir un effet toxique et cancerogéne (Hold et kraan.,

2011).

Les algues par nature sont dotées d’une pléthore de propriétés biologiques fonctionnelles

différentes, parmi lesquelles les activités: antioxydante, anticancéreuse, antivirale,
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antidiabétique, anti-cholestérolmiante et antimicrobienne pour ne citer que certaines,
(Holdt et kraan., 2011). Ces activités sont due aux different eléments qui les constituent, tel
que les composés phénoliques, les pigments et les polysaccharides qui sont principalement

responsable de I’activité antimicrobienne des algues. (Davidson et Naidu, 2000)

Outre ces propriétés bioactives, les algues marines sont également une bonne source de
minéraux, d’oligo-éléments et de vitamines liposolubles. (Arasaki., 1983) de lipides,
protéines et hydrates de carbone qui varies selon la saison et la zone de production. (Khan
et al., 2007).

La réflexion actuelle vise a exploiter de telles propriétés pour identifier de nouveaux
composés actifs tels que I’activité antioxydante et antimicrobienne pour améliorer notre

alimentation et positivement affecter notre santé (Hold et kraan., 2011).
C'est dans ce cadre que s'inscrit cette étude qui s’articule comme suit :

Nous commencerons par une synthése bibliographique sur les algues marines, ainsi qu’un

apercue leurs composeés phénoliques et leurs activités biologiques.
Ensuite nous passeront a la partie expérimentale, a savoir :

» L’extraction des composés phénoliques a partir des especes d’algues récoltées par

une extraction solide/liquide ;
» Dosage des composés phénoliques de ses extraits ;
» Dosage des caroténoides contenus dans ses extrais ;
» Evaluation de leur activité antioxydante ;
» Evaluation de leurs activités antimicrobiennes (antifongique) ;

Enfin la troisieme partie présente les résultats obtenus ainsi que leurs discussions, et nous

clétureront par une conclusion et des perspectives.
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I. Description général des algues marines
1.1 Définition :

Les algues peuvent étre définies comme étant un organisme vivant photosynthétique,
thallophyte (Gayron, 2004). Chlorophyllien se développant dans 1I’eau ou dans les milieux trés
humides (André, 1980). Leurs parois constituent un élément de structure cellulaire essentielle
associee a la croissance et au développement. De plus les algues ont développé un
métabolisme spécifique en produisant des composés de défense et de protection (antifongique,
antibactérien, antioxydant..) contre le stresse oxydatifs et les microorganismes adhérant
(Burlot, 2016).

|.2.classification des algues :

Les algues sont classées en 3 groupes principaux selon leur pigmentation : algues brunes
(pheophycophytes), algues rouges (rhodophycophyte), et algues vertes (chlorophycophyte).
(Luning., 1999).

1.2.1. Chlorophycophytes :

Elles possedent des plastes contenants de la chlorophylle a et b associée a de 1’alpha et beta
carotenes et des xanthophylles identiques a celles des plantes supérieures. (André, 1980).
Colonisent tous types d’habitat, fond sableux ou coralliens, dans le petit fond jusqu’a des

profondeurs dépassants les 100m. (Payri, 2006).

1.2.2. Les pheophycophytes :

Sont des algues brunes toujours filamenteuses ou thalloides, pluricellulaires, elles
possédent des plastes brun contenant des chlorophylles a et ¢, de la beta carotene, de la

fucoxanthine et des xanthophylles. (André, 1980).

Riche en composés phénoliques, les phlorotannins, qui sont avérés posséder une
capacité antioxydante élevée, en raison du nombre élevé des groupes hydroxyles qu’ils
possédent. (Hermund et al., 2017)

1.2.3. Les Rhodophycophyte :
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Sont d'une couleur rouge plus ou moins nette, due a la présence, dans leur appareil
plastidial, de phycoérythrine toujours associée a une petite quantité de phycocyanine. Le
pigment rouge masque les chlorophylles a et d toujours présentes. (Gayral, 2013), elles vivent
dans tous les types d'habitats y compris les zones profondes, et trés peu éclairées.
(Claude.Payri., 2006).

I1. les molécules bioactive des algues :

L’environnement ou vivent les algues est en constante changement (T°, salinité, flux et
reflux), afin de survivre dans les conditions défavorables, la plus part des algues développent
un mécanisme de protection et produit une vaste variété de métabolites secondaires qui ont

une activité potentiel biologique. (I1zabella, 2014).

I1.1. Les composés phénoliques :

Les pol-phénols constituent une classe de molécules qui sont caractérisées par la présence de
nombreux groupes phénoliques arrangés en des structures complexes. Tous les polyphénols
ont en commun la présence de plusieurs noyaux benzéniques comportant des fonctions
hydroxyles. Les polyphénols peuvent se présenter sous la forme de molécules simple comme
I’acide gallique jusqu'a des polymeéres a haut poids moléculaires, comme les tannins. (Verge,

1999). Parmi les composés phénoliques les plus importants on cite :

11.1.1.Phlorotannins :

Sont des composés phénoliques formés par polymérisation d’unité de phloroglucinol. (figure
n°l). Les phlorotannins comprenneent des activités : antioxydante, antiVIH, anticancéreuse.
(Ahn, 2004).

HO OH HO” % “OH

HO ~__-OH
OH | e OH o _OH HO__~__OH
| = J\ \Q ™ |
\[ \l/ \‘l I o x-© b
= OH OH | P OH
OH

>hloroglucino) Fucols (j) Isofuhalols (k)

Figure n°01 : structure de base de phlorotannins (phloroglucinol). et
quelques phlorotannins. (Maschek et Baker, 2008)
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11.1.2.Flavonoides :

Ils se composent de deux cycles benzéniques (A et B), qui sont reliés par un cycle pyrane (C)
contenant de 1’oxygene (Erlund, 2004), les différentes classes des flavonoides différent par le
niveau d’oxydation du cycle C (figure n°1) de la structure benzo-c pyrone basique (Amic et
al., 2003).

Figure n°2 : Structure de base des flavonoides. (Heim et al., 2002).

Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leurs groupements
hydroxyle (CH3-OH). (knekt et al., 2002), ils sont capable de moduler 1’activité de certaines
enzymes et de modifier le comportement de plusieurs systemes cellulaire avec la capacité

d’exercer une multitude d’activités biologiques. (Ghedira., 2005).

11.2. Pigment :

Il existe trois classes fondamentales de pigments que 1’on trouve chez les algues

marines : les chlorophylles, les caroténoides, et les phycobiliproteines (Hold et Kraan., 2011).

11.2.1 Caroténoides :

Sont des composants liposolubles tétraterpénoides synthétisés dans les plantes et
toutes les algues. Leurs fonctions biochimiques majeures sont déterminées par le systeme
étendu de doubles liaisons conjuguées qui est également responsable de leurs couleurs orange

ou jaune. (Demming, 1995).
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11.2.2.Chlorophylles :

Sont des pigments verts, liposolubles, présent dans toute les algues, la chlorophylles a
est essentielles dans le centre de réaction des thylakoides (structures de récolte de la lumiere
dans lesquelles la photosynthése est effectuée) (Lobban et Harrison., 1994 ; Rasmussen et
Mourissey, 2007). La chlorophylle est connue pour étre convertie en phéophytine,
pyrophénophytine, phéophorbide dans le processus de transformation des végétaux
alimentaires lors de I’ingestion par I’Homme. Ses dérivés montrent un effet antimutagéne et

peuvent jouer un role dans la prévention du cancer. (Chernomorsky et al., 1999).

11.2.3. Phycobiliproteines :

Contrairement a la chlorophylle et caroténoides, les phycobiliproteines sont
hydrosoluble, et forment des particules « phycobilisomes » a la surface des thyllakoides,
plutot que d’étre noyees dans les membranes. (Lobban et harrison., 1994). Les
phycobiliproteines sont utilisées actuellement comme colorants naturels dans des aliments tels
que le chewing-gum, et les produits laitiers, en plus d’application cosmétiques, telles que les
rouge a lévre. (Sekar et Chandramohan, 2008). Différentes phycobiliproteines se sont révélées
avoir des activité, antioxydante, anti-inflammatoire, neuroprotecteur, hepato-protecteur,

antiviral ou encore antitumoral (Sekar et chandramohan, 2008).

I11. Pactivité antifongique :

L’inévitable conséquence de 1’utilisation accrue des agents antifongiques au cours des
derniéres décennies est I’augmentation du nombre et variété de résistance fongique voire des
médicaments, pour cela une importante attention est portée sur les produits naturels aux

propriétés antifongiques qui seront comme une alternative thérapeutique. (Ghanoum, 1999).

Ainsi les antifongiques ciblent principalement la membrane cellulaires et la paroi
cellulaire des champignons. Les antifongique peuvent également affecter la formation du a

I’adhésion des levures, et interagir avec la chaine respiratoire (Hector, 1993).

IV. Pactivité anti-oxydante :

Il existe plusieurs types d’antioxydants : parmi eux les antioxydants primaires qui sont
destinés a empécher la formation de nouveaux radicaux libres et les antioxydants secondaires

qui ont pour fonction d’éliminer les radicaux libres avant qu’ils ne causent des dommages




Synthese bibliographique

spécifiques. Les antioxydants tertiaires sont ceux qui réparent les structures cellulaires

endommagé par les attaques de radicaux libres.

IV.1.Les radicaux libres :

Les radicaux libres sont définis comme des molécules avec un électron impair ou non apparié

dans I’orbitale externe de leurs structures atomiques, ce qui les rend trés réactifs.

IV.2. Stress oxydatif

L’électron libre, de la molécule d’oxygene conduit biologiquement a la formation du radical
libre le plus important, qu’on nomme espéces réactives d’oxygene (ROS), qui sont composes
de I’anion super-oxyde du peroxyde d’hydrogéne et du radical hydroxyle, composés associés
a plusieurs processus pathologiques. (Namiki., 1990). Les ROS formées dans les cellules
humaines au cours de la respiration par des facteurs endogénes, entrainent des dommages
oxydatifs important pouvant mener a des maladies dégénératives liées a 1’age, cancer, et a un

large éventail d’autres maladies humaines. (Reavene et witzum., 1996).

En outre il a été démontrée que les algues possedent des propriétés antioxydantes
significatives (craig., 1997). Parmi les principales entités responsables de propriétés
antioxydants des algues marines on cite les composés polaires tels que les acides aminés, et
des composés phénoliques. (Fish et al., 2003 ; Kang et al., 2004) , et certains caroténoides

comme des composés potentiellement antioxydant. (Lin et al., 2012).
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I. Matériel algal

Les algues marines faisant I’objet de cette étude sont au nombre de quatre, deux algues vertes
et deux algues brunes. Les échantillons d’algues ont été collectés au niveau de la plage dite

Ach El-bez, située a environ 22 km a I’ouest de la ville de Bejaia par (Keramane), (figure 3).

Nous avons travaillé avec des algues préalablement récoltées et séchées, sur lesquelles nous

avons procéde a un broyage et un tamisage afin d’avoir une granulométrie inferieur a 63 pm.

Figure n°03 : Image satellite du littoral ouest de Bejaia.

I1. Extraction des composés bioactifs

Le protocole décrit par Cox et al., (2010) légeérement modifi¢ a été suivit pour I’extraction

des composés bioactifs.

A partir des poudres obtenues, nous avons procédé a une extraction par macération (solide-
liquide), pour ce faire nous avons choisis deux solvants a savoir : 1’éthanol et ’eau qui
répondent aux exigences du secteur alimentaire.

Pour ce qui est de 1’éthanol nous avons travaillés avec un mélange éthanol/eau a 75%, taux

rapporté pour obtenir de meilleur taux et qualité d’extraction. (Del pilar-Camargo et al. 2016)
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L’extraction a été effectuée par macération de 10g de poudre d’algue dans 100ml d’eau
distillée ou d’éthanol aqueux, pendant deux heures a 40°C sous agitation. Par la suite, la

solution a été centrifugée a 5000 rpm pendant 15min.

Le surnageant est récupéré, filtré avec un papier filtre (wattman standard), le filtrat de chaque
solvant est récupéré dans un bécher, évaporé a sec dans une étuve a 40°C. Puis reconstitué a

une concentration de 100mg/ml dans leur solvant d’extraction.

Le contenu est préservé dans des flacons fumés et a une température de 4°C a | abris de la
lumiére.

Pour une utilisation antérieure les extraits sont filtrés avec un filtre a seringue a 0,45um.
1. Détermination des taux d’extraction

Le rendement en extrait sec est déterminé par la différence entre le poids de 1’extrait avant et
apres évaporation du solvant.

Le rendement d’extraction est calculé comme suit :

RE %=(p1 - p0)/Ex100 |

PO ==y poids du bécher vide (mg)

P1==s poids du bécher aprés évaporation (mg).
E == poids de I’échantillon (mg).

RE== Rendement d’extraction exprimé en pourcentage.

I11. Dosage des composés phénoliques des extraits aqueux et éthanoliques

I11.1. Dosage des phénols totaux

Le réactif utilisé est le Folin-Ciocalteu, qui est un mélange de complexes de 1’acides
Phosphotungstique (H3PW1,040) et 1’acide phosphomolybdique (H3PMO1,040) de couleur
jaune. Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif. Elle entraine la formation d'un nouveau complexe molybdéne-tungsténe de couleur
bleu qui absorbe a 760 nm. Le dosage de Polyphénols totaux (PT) est effectué par la
comparaison de la densit¢ optique (D.O) observée a celle obtenue par un étalon d’acide

gallique de concentration connue (Vermerris et al., 2006).
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Mode opératoire :

Dans 1250pl de folin ciocalteu dilué au 1/10°™, est ajouté 250l d’extrait dilué a 10mg/ml,
aprés deux minutes 1ml d’une solution de carbonate de sodium (Na,COs3) a 7.5% est ajoute.
Ce mélange est incubé a 50°C pendant Smin dans un bain Marie, puis placé directement dans
un bain de glace. Des mesures d’absorbance sont enregistrées a 760nm en utilisant un

Spectrophotometre (MojcaSkerget et al., 2003).

L’acide gallique est utilisé pour la préparation de la courbe d’étalonnage. Les Résultats sont

exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait)

I11.2. Dosage des phlorotannins

Les phlorotannins sont des composés phénoliques constitués de plusieurs unités de
phloroglucinol (Singh et al. 2013) Le protocol suivi pour leur dosage est celui de Stern et al.
(1996). Ce dosage repose sur le DMBA (2,4-Dimethoxybenzaldehyde). Ce produit réagit avec

des phénols 1,3- et 1,3,5-substitués, pour former un produit coloré. (Lewis et al., 1996)
Mode opératoire :

Des aliquotes de 250ul de chaque extrait ont été mélangées avec 1250ul de DMBA. La
réaction a été opérée a température ambiante, dans l'obscurité, pendant 60 minutes. On

procede par la suite a une mesure de I’absorbance a 515 nm avec un spectrophotometre.

Le phloroglucinol est utilisé comme standard pour la courbe d'étalonnage, et les teneurs en
phlorotannins sont donc exprimées en mg équivalent de phloroglucinol par gramme d’extrait
(mg EPG /qg).

111.3. Dosage des flavonoides totaux :

Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres graces a leur groupement
hydroxyle (CH3-OH) fortement réactif (Ghedira, 2005).

Leur dosage repose sur la formation d’un complexe jaunatre lors de I’ajout du chlorure
d’aluminium, due & la fixation des ions AI** sur les atomes d’oxygeénes présents sur les

atomes de carbone 4 et 5 des flavonoides. (Ribereau-Gayon., 1968).
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Mode opératoire :

Le protocole suivi a été décrit par djeridane et al., (2005) Une quantité de 1,5ml de chaque
échantillon a été ajoutée a 1,5 ml de la solution d’AlCl3 (2% dissous au méthanol). Aprés un
temps de contacte de 15 min, I’absorbance a été mesurée par rapport au blanc dans lequel

I’échantillon a été dissout (eau/éthanol, eau pure) a L = 430nm.

Les concentrations des flavonoides ont été deduites a partir de la courbe d’étalonnage établie
avec de la quercétine (0-35 pg/ml). Les résultats ont été exprimés en mg équivalents de

quercétine par 100 mg d’extrait sec.

IV. Dosage des caroténoides

Les caroténoides sont des pigments rouges ou jaunes, possedant une structure aliphatique ou
alicyclique, ils sont liposolubles, ce qui favorise leurs intégrations directe dans certaines

membrane (Ourisson et al., 1987)

Une méthode spectrophtométrique est suivie pour la détermination de leur teneur totale en
fonction de leurs absorbances caractéristiques. Selon le protocole décrit par Gilbert-Lopez et
al. (2016)

Mode opératoire

Dans une microplaque de 96 puits on dispose de 300ul de chaque extrait, et d’une autre part
on dépose 300ul de la solution de béta-carotene aux concentrations de (0,03 a 0,1 pg/ml) afin

d’établir une courbe standard.

Les teneurs en caroténoides totaux, sont calculées en extrapolant I’absorbance de 1’extrait
dans la courbe d’étalonnage du B-carotene, elles sont donc exprimées en pg équivalent de

béta-caroteéne par gramme d’extrait.

V. Mesure de Pactivité antioxydant (Piégeage du radical libre DPPH)

Le DPPH est un radical libre stable qui posséde un électron de valence non apparié a un
atome de pont d’azote (figure 4). Le piégeage du radical DPPH est a la base du test
antioxydant DPPH (Eklund et al., 2005).
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Figure n°4: Structure chimique du DPPH' et DPPH, (Molyneux, 2004).

Mode opératoire :

Pour la mesure de cette activité la méthode de Brand-Williams et al. (1995) a été suivie.
Différentes concentration d’extrait [5,10, 25, 50,100] mg/ml ont été réalisées. Pour un
volume final de 1ml, 50ul de chaque concentration d’extrait et 1950ul de la solution de DPPH
préalablement préparée sont mélangés. Aprés incubation a température ambiante pendant 4

heures, a I’abris de la lumiére. L'absorbance du mélange est mesurée a 516 nm

Un blanc de chaque extrait est préparé comme suit : 50pl de chaque concentration d’extrait

additionnés de 1950 ul de méthanol.

L’activité antioxydante a été déduite a partir de la courbe d’étalonnage établie avec le DPPH
(0,09 40,0075 pg/ml).

V1. Evaluation de Pactivité antifongique

Pour I’évaluation de cette activité la levure Cadida albicans ATCC 10231 a été utilisée. Pour
ce faire nous avons commencer par un test préliminaire de diffusion sur milieux gélosé pour
avoir une appréciation générale de 1’activité puis nous somme passé aux determination des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) en milieu liquide qui est un double test qui

permet d’une part d’évaluer I’activité en milieu liquide et de déterminer les CMI.
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VI1.1. Test d’activité antifongique

La méthode utilisée pour la mise en évidence de ’activité antifongique est la méthode de
diffusion sur milieu Mueller Hinton gélosé décrite par Younes et al., (2009). Le milieu est
ensemencé avec 1’inoculat fongique par écouvillonnage (en stries serré), des disques stériles
sont déposé en parallele et immédiatement imbiber de 20ul d’extraits. Une diffusion de 2h a

4°C est effectuée, par la suite les boites sont incubées a 37°C Pendant 24h.

VI1.2. La determination des CMI des extraits d’algues vis-a-vis des Candida
albicans sur milieu liquide

Ce teste est réalisé selon la technique de micro-dilution sur microplaques stériles tel que
recommandé par le comité international pour les normes de laboratoire clinique (NCCLS,
1999), la procédure est comme suit :

e 165ul de BMH additionnés de tween 20 a 0,5% sont déposés dans chaque puits ;
e 30pl des différentes concentrations des extraits allant de 12,5mg/ml a 100mg/ml y
sont ajoutés ;
e Chaqgue puits est ensuite ensemencé par 5ul de la suspension bactérienne de densité
10" UFC /ml ; pour obtenir un inoculat final de 10° UFC/m
Les microplaques sont incubées a 37°C/24h

Dans ce teste deux témoins sont réalisés :

e Témoin positif : les extraits sont remplacé par un antifongique.
e Témoin négatif : exempt d’extrait.
Apres 24h la CMI de chaque extrait a été déterminée visuellement par 1’absence de formation

d’un culot fongique blanc au fond des puits. (Santoyo et al., 2009).
V1.3. Détermination des les concentrations minimales fongicides

A partir des puits ol aucune croissance microbienne n’a été observée, des spots de 20ul sont
ensemencés sur un milieu PCA. Les boites sont incubées pendant 24 a 37°C.
VII. Tests statistiques

Toutes les données de la présente étude sont représentées sous forme de moyennes des essais.
Nous avons comparé les résultats obtenus lors de ce travail en utilisant des tests de

comparaisons de moyennes ANOVA a I’aide de logiciel GraphPadPrism. Des differences
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significatives (p<0,05) entre les moyennes sont déterminées par le test LCD (Low significant

Difference).
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Nous avons mené notre investigation sur quatre especes algues différente récoltées sur la
cote de Bejaia, deux algues vertes (AV1, AV2) et deux algues brunes (AB1, AB2), sur
lesquelles nous avons procédé a une extraction par macération (solide-liquide), pour cela,
nous avons choisis deux solvants a savoir : 1’éthanol a 75% et I’eau pure qui répondent aux
exigences du secteur alimentaire (Basykina, et al.,2002). Et comme la solubilité des
composés phénoliques peut étre améliorée en utilisant un solvant mixte (Cacace et Mazza.,

2003), le mélange éthanol /eau a été utilisé. (Figure n°4 et figure n°5)

Figure n°5: Photographie des extraits aqueux des algues marines, de gauche a
droite : AB2, AB1, AV1, AV2.

Figure n°6 : Photographie des extraits éthanoliques, de gauche a droite : ABL,
AB2, AV1, AV2
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Apres les différentes extractions nous avons commencé par des dosages des
composés qui pourraient éventuellement posséder des activités biologiques. Par la
suite nous avons procédé a une évaluation des activités antioxydante et

antibactérienne.

I. Taux d’extraction et dosage des composés phénoliques et pigments.

I.1. Taux d’extraction des composés phénoliques

Aprés extraction et récupération des extraits d’algues, leur rendement a été déterminé par
rapport & 100g de matiére végétale séche exprimé en pourcentage, la figure n°07 résume le
taux d’extraction des extraits éthanoliques et aqueux.

Les taux d’extraction des composés phénoliques sont représentés dans 1’histogramme ci-

dessous :

25

20

B ethanol/eau

® Eau

Taux d'extraction en %

AB1 AB2 AVl AV2

Figure n°7 : Taux d’extraction obtenus pour les extraits aqueux et éthanoliques.
D’aprés ce diagramme nous remarquons que parmi les extraits éthanoliques des quatre

especes d’algues marines étudiées, I’extrait (AB1) représente le taux d’extraction le plus

élevé avec 4,46%, ’extrait (AV2) enregistre le plus faible taux d’extraction avec 2,86%.
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Pour les extraits aqueux l’extrait (AB2) représente le meilleurs taux d’extraction avec
20,7%, tandis que I’extrait (AV2) a enregistré la plus faible valeur & savoir 14,6%.

Le taux d’extraction de 1’extrait éthanoliques de I’espéce d’algue verte (AV2) est plus élevé
par rapport aux taux d’extraction des algues brunes cela est di peut étre a la granulométrie
de la poudre, effectivement c’est un paramétre important dans la mesure ou la réduction de

la taille des particules augmente la surface de contact avec le solvant. (Sipgno et al., 2007) .

D’apres ces résultats on remarque que les taux d’extraction des extraits aqueux sont
supérieurs a ceux des extrait éthanoliques, ce qui nous permet de dire que I’augmentation de
la polarité du solvant (indice de polarité d’éthanol est de 5,2 tandis que 1’eau est de 9) est

proportionnelle aux rendements. (Burtin, 2003).

Le pouvoir solvant de I’eau provoque 1’altération partielle ou compléte de divers liens entre
les atomes, et présente un exceptionnel pouvoir de dissolution des sels minéraux ainsi que
les composés organiques polaire tels que les acides carboxyliques et les polysaccharides.
(piemont et al., 2005).

D’aprés nos propres constatations, les extraits d’algues vertes étaient tres visqueux
« viscosité due entre autre a leur richesse en polysaccharides (Usov et al., 2013) » ce qui
rendaient leur filtration, tres difficile, cela peut étre la cause du faible rendement de ces

especes dans les extrait aqueux.

Nos résultats concordent avec ceux de sabeena et al. (2013) effectué sur des algues brunes
et vertes avec les mémes conditions, cependant nos rendements en extraction sont inferieurs,
effectivement leur taux variait entre 15,7% a 51,3% pour les extraits aqueux et entre 7,2 % a
21,8% pour les extraits éthanoliques.
Cette différence peut étre expliquée par le fait que la constitution algale varie en fonction de
I’espece, la localisation géographique, la saison de récolte, variations environnementales et
physiologiques ce qui influe forcément sur le rendement d’extraction (Sanchez-Machado,
2004; Siddique et al., 2013).
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1.2. Dosage des composés phénoliques

1.2.1. Dosage des polyphénols totaux

En présence de polyphénols, le complexe (phénols et réactif Folin ciacolteu) change de
couleur du jaune au bleu, ce qui permet de mesurer I’intensité de la couleur a une longueur

d’onde de 765nm (Huang et al., 2005).
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Figure n°8 : Histogramme représentant le taux de polyphénols dans les extraits

aqueux et éthanoliques.

Nous observons que les taux de polyphénols totaux des extraits aqueux varient de
40,867+1,107 jusqua 88,85+1,533 mg EAG/qg, tandis que les extraits éthanoliques varient
de 44,901+0,17 a 83,793+0,511 mg EAG/g, en termes d’intervalle.

Les taux les plus élevés sont obtenus avec les extraits aqueux notamment avec les deux
espéces d’algues brunes qui ont atteint des taux de 88,851,533 mg EAG/g 83,793+1,533
mg EAG/g pour (AB2) et (AB1) respectivement.

Tandis que les extraits éthanoliques ont exhibé le meilleur taux chez ’espéce d’algue verte
(AV2) avec un taux de 83,793+0,17 mg EAG/g, et I’espece (AB2) d’algue brune avec un
taux de 79,217+2,043 mg EAG/g. Une étude de wang et al.,(2010) a démontré que 1’eau

était moins efficace que les solvants organiques polaires dans 1’extraction des composés
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phénoliques. Dans une autre étude de sabeena et al. (2013) qui a montré les résultats
suivant : 32,4 a4 120,8 mg EAG/g pour les extraits éthanoliques d’algues brunes, et 265,8 a
236,5 mg EAG/g pour les extraits éthanoliques d’algues vertes ; Tandis que les extraits
aqueux ont montrés des taux de 11,5 a 60,7 mg EAG/g pour les algues brunes, et 23,09 a
28,48 mg EAG/g pour les algues vertes.

Les résultats ainsi obtenus avec les extraits d’algues brunes sont contradictoires aux études
antérieures effectuer dans d’autres laboratoires, cela est peut étre due a I’interaction avec
d’autres molécules hydrosolubles avec les réactifs utilisée (Everette, et al., 2010 ; Ikawa, et
al,. 2003).

1.2.2. Dosage des phlorotannins :
Dans ce test le réactif de DMBA, a été utilisé, qui interagit avec les phlorotannins (Lewis,
1996).
Les résultats sont exprimés en mg équivalents phloroglucinol par gramme de matiere

seche.

B ethanol/eau
MEau

phlootannin en
g EPG/g extracto

AB1 AB2 AV AV2

Figure n° 9: Histogramme représentant les taux de phlorotannins dans les

extraits aqueux et éthanoliques.

D’aprés les résultats obtenus on remarque un taux peu élevé de phlorotannins chez les
extraits aqueux d’algues brunes avec des taux de 0,125 mgEPG/g et 0,206 mgEPG/g pour
(AB2) et AB1 respectivement, tandis que les extraits aqueux d’algues vertes ont un trés
faible taux avec 0,015 mgEPG/g a 0,041 mgEPG/g pour (AV2) et (AV1).
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Pour les extraits éthanoliques la valeur la plus élevée est celle de 1’espéce (AB2) d’algue
brune avec un taux de 0,748 mgEPG/g, suivi par les algues vertes avec les espéces (AV2) et
(AV1) respectivement avec des taux de 0,347 mgEPG/qg et 0,245 mgEPG/g.

Les phlorotannins sont des composants hautement hydrophiles en raison de la présence de
groupement OH qui peuvent former des liaisons hydrogénes avec 1’eau (Li et al., 2011) . Ce

qui explique leur abondance dans les extraits aqueux.

Il a été rapporter que la plus part des phlorotannins sont isolés des algues brunes, ceci
expliques les résultats obtenus, de plus la concentration de phlorotannins varient fortement
au sein des différents taxons d’algues brunes (Singh, 2013) .

La teneur en phlorotannins peut varier pour une méme algue en fonction des variations
saisonniéres : des différences claires ont été observees dans les échantillons recueillis au
cours d’une année, les extraits prélevés en juillet et janvier montrent des concentrations
maximales de phlorotannins (Parys et al., 2009).0r nos algues on été prélevé en mai, période
pendant laquelle les algues ne subissent pas le maximum d’agression de leur environnement
et n’y répondent donc pas par production accru de phlorotannins (Singh, 2013).

Hemmi et al., (2005) ont rapporté que 1’age des algues jouent aussi un réle dans la
concentration des phlorotannins, ils ont trouvé que la concentration la plus élevée se situait
dans le méristéme le plus ancien ils ont attribué cela a une mesure de protection contre les

prédateurs.

En outre, le niveau des phlorotannins soluble est corrélés a 1’augmentation du
rayonnement ultra-violet a cause de leurs rle de défence vis-a-vis des ultra violet (Roleda et
al., 2006), ainsi les échantillons d’algues collectés a partir de faible profondeurs montrent
une concertation plus élevée de ses composés par rapport aux echantillons prélevés dans les
profondeurs marine (Fairhead et al., 2006), ce qui explique les différences de concentration

en phlorotannins des méme groupes d’algues
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.1.2.3. Dosage des flavonoides
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Figure n° 10 : Histogramme représentant la teneur en flavonoides des différents
extraits en mg EQ/g.

Dans les extraits aqueux on constate d’aprés I’histogramme que les deux especes d’algues
brunes marquent un taux de flavonoides le plus éleve, avec un taux de 3,677+0,032 mg
EQ/g pour I’espece (AB1) et a 4,513+ 0,027 pour I’espéce (AB2) mg EQ/g, et un taux de
1,465+ 0,274 a 2,23+ 0,708 mg EQ/g pour les deux extraits d’algues vertes I’espéce (AV1)
et (AV2) respectivement.
Pour les extraits éthanoliques on a notés la valeur la plus élevée chez I’espéce (1) d’algues
brune avec un taux de 4,8 mg EQ/g tandis que 1’espéce (2) a marquée un taux de 3,967 mg
EQ/g.
Pour les algues vertes on a obtenu une grande valeur au dela des attentes chez 1’espéce
(AV2) avec un taux de 4,09+ 0,242 mg EQ/g suivit par I’espéce (AV1) avec un taux de
3,418+ 0,068 mg EQ/qg.
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Il existe peu de données dans la littérature sur le contenu en flavonoides chez les algues
marines, cependant il est rapporté que les algues vertes contiennent des teneurs variant entre
(8,43 et 33,39 mg/g MS), les algues brunes des teneurs variant entre (20,72 et 32,89 mg/g
MS). (Meenakski et Gnanambigai., 2009 ; Sava et Sirbu., 2010).

I11. Dosage des caroténoides

Les taux de caroténoides exprimés en microgramme équivalent de béta-caroténe par gramme

d’extrait pour les différents extraits d’algues étudiés sont représentés sur la figure suivante :

a5
20
-
-E 25
.
£ 20
E m ethunolfeau
ﬂ 15 mEau
E
=10 I
-
5 .
0 - T
AB1 AB2 AV1 AV2

Figure n°11: Histogramme représentant le taux de caroténoides chez les algues
marines étudiées en mg EBC/ g

D’apreés nos résultats, les taux les plus élevés sont notés chez les extraits aqueux des algues
brunes avec un taux de caroténoides de 32,482+0,471ug EBC/g pour I’espéce (ABI1) et
24,286+0,250 ug EBC/g pour I’espece (AB2). Tandis que les algues vertes exhibent un taux
moins élevé avec 13,796+1,107 ug EBC/g pour I’espéce (AV2), et 9,463+ 0,471 ug EBC/g
pour I’espece (AV1).

Pour ce qui concerne les extraits éthanoliques les espéces (AV1) et (AB2) ont exhibé les
taux les plus élevés avec 22,267+ 2,163 ug EBC/g et 20,776+ 0,721 ug EPC/g

respectivement.
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Les algues brunes utilisent comme pigment collecteurs de lumiére de la chlorophylle ¢
combinée a un pigment brun, la fucoxanthine (caroténoides) (Seloisse, 2006), ce qui
explique les fortes teneurs en caroténoides des extraits d’algues brunes.

Boisvert et al., (2015) ont rapporter les résultats suivant : 49,07+14,43 & 84,98+8,84 ug
EBC/g. pour les extraits ethanolique des algues brunes, et aucun résultats pour les extraits
éthanoliques des algues vertes. Ces taux relativement plus élevés sont di peut étre a

I’utilisation d’une différente méthode d’extraction (PLE).

IV. Test de I’activité anti-oxydante :

Le réactif DPPH a été largement utilisé pour étudier les activités de piégeage des radicaux
libres des composés. Dans le test DPPH, les extraits sont potentiellement capables de

réduire le radical DPPH stable a la diphénylpricrylhydrazine de couleur jaune.

Le test est basé sur la réduction de la solution de DPPH alcoolique en présence d’un
antioxydant donneur d’hydrogéne en raison de la formation de la forme non-radical DPPH-
H par la réaction (Shon et al., 2003).

Les résultats du DPPH sont souvent interprétés comme «concentration efficace» ou la valeur
EC50, qui est définie comme la concentration de 1’extrait qui entraine une perte de 50% du
radical DPPH (Molyneux, 2004).

Les résultats de ce teste sont résumés dans le tableau n°1

Tableau n°01 : Valeurs d’EC50 du radical DPPH des différents extraits

Extraits éthnolique Extraits aqueux
(Mg/ml) (Mg/ml)
(AB2) 134,84 449,74
(AB1) 110,75 _
(AV1) 80,70 756,95
(AV2) 3335,36 451,58

Les extraits qui ont exhibé la meilleure activité antioxydante sont les extraits éthanoliques
d’algues verte (AV2) avec un EC50 de 80,70mg/ml ; et I’extrait d’algue brune (AB1) avec
un EC50 de 110,75 mg/ml. Ses résultats sont compatibles avec ceux des flavonoides totaux
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dont la méme espece d’algue (AV1) éthanolique a présenter la meilleure teneure en
flavonoide et la meilleure teneure en polyphénols totaux avec les extraits éthanoliques aussi.
Tandis que I’algue verte (AV2) exhibe la EC50 la plus faible qui est égale & 3335,36
mg/ml.

En raison de différents protocoles et conditions de réactions, les valeurs EC50 pour les
mémes extraits varient beaucoup. Ainsi il s’avere plus difficile de comparer les résultats de
différents laboratoires (Kano et al., 2005., Ricci et al., 2005). La lumiére, 1’oxygene, et le
PH du mélange réactionnel affectant également 1’absorbance de la solution de DPPH
(Ozcelik et al., 2003).

Comme suggéré par Yan et al., (2014) le groupement -OH phénolique dans la fraction
flavonoide peut donner des radicaux H indiquant des effets de piégeage des radicaux par
leurs activité de piégeage des radicaux superoxydes et hydroxylique dans les systemes
hydrophiles et lipophiles.

Plusieurs études ont rapporté 1’importance des caroténoides comme antioxydants dans les

algues marines (Cox et al., 2010). Ce qui concorde avec nos résultats.
V. Les tests antimicrobiens
V.1. Teste de diffusion sur milieux solide :
Les résultats sont exprimés en trois niveaux d’activité, Résistance: D < 8 mm,
intermédiaire : 15mm>D > 8mm et sensible : D > 15mm. Ou D : Diametre des zones

d’inhibition (Bensemir et al., 2006).

Les résultats de ce test sont regroupés dans 1’histogramme Ci-dessous
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Figure n°12 : Histogramme représentant les diamétres d’inhibitions des extraits

¢hanoliques d’algues marines vis-a-vis candida albicans.

Les résultats ainsi obtenus nous laissent dire que les extraits éthanolique d’algues brunes ont
une meilleure activité antifongique contre le champignon Candida albicans avec un
diamétre de 13 a 17mm pour I’espéce (AB2), et 10,75 & 13,75mm pour I’espéce (ABI1).
Tandis que pour les algues vertes on a noté un diametre de 3,5 a 5,5mm avec I’espece (AV1)

et un diamétre de 5a 8,5mm avec I’espece (AV2). Figure n° 14

Figure n°14 : Photographie des zones d’inhibition des extraits éthanoliques des
algues marines (AB1, AB2, AV1, AV2).
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e 1:AB2

e 2:AB1

e 3:AV1

e 4:AV2
Pour ce qui concerne les extraits aqueux les résultats du test antibiogramme étaient négatifs
et cela peut étre expliqué par le choix du solvant qui & un impact important sur la qualité des
composé extraits ce qui influence directement ’effet antimicrobien. Ainsi, les composes
phenoliques les plus solubles dans les solvants organiques sont les plus actifs (Waterman et
Mole., 1994).
En effet, les métabolites secondaires présents dans les algues ne sont pas un absolu
quantitatif ou qualitatif, mais varient en fonction du solvant d’extraction utilisé¢ ; dans une
étude rapportée par Rajauria et al., 2012. En général, la plus part des composés actifs
antimicrobiens ne sont pas soluble dans 1’eau et par conséquent, les extrais de solvants
organiques se sont révélés plus puissant. Les solvants les plus couramment utilisés dans
I’extraction des antimicrobiens sont le méthanol, 1’éthanol, 1’acétone. (Green, 2004).
Une études effectuer par El wahid et al., 2015 a rapporté qu’aucune activité n’a été observé
pour les algues vertes vis-a-vis de candida albicans, tandis qu’une trés bonne activité a été
observée pour les extraits éthanoliques des algues brunes. Les résultats de ces auteurs sont
presque identiques avec les résultats qu’on a eu avec 1’algue brune (AB2), tandis que les
résultats avec les algues vertes sont tres différents. Cela est peut étre da a la différence de la
constitution du solvant (I’étude précédente ont utilisé de 1’éthanol pure).
Pour conclure, les Candidas albicans sont averées sensibles aux extraits éthanoliques (AB2)
avec un diametre allant jusqu’a 17mm, et une activité¢ intermédiaire avec les extraits
éthanoliques (AB1), et (AV2) avec des diamétres d’inhibitions supérieurs a 8mm. Tandis
que les Candidas albcans sont résistantes aux extraits éthanoliques (AV1) avec des zone

d’habitions inférieurs a 8mm.

V.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI),

Les tests de la CMI ont été effectués sur microplaques dans un milieu liquide de Mueller
Hinton (figure 14);

Les résultats du test sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau n°2 : représentant la CMI des extrais éthanoliques d’algues marines
ABl1 (algue | AB 2 (algue | AV1 (algue | AV2
brune) brune) verte) (algue verte)
12,5mg/ml + + + +
25mg/ml + + + +
50mg/ml - - - -
75mg/ml - - - -
100mg/ml - - - -

(-) : absence de croissance fongique

(+) : présence de croissance fongique

La plus part des composés responsables de 1’activité antimicrobienne des algues sont
principalement des composés phénoliques et polysaccharides, et leurs mécanismes d’action
pourrait étre fongistatique (inhibition de la croissance des microorganismes) ou fongicide

(destruction direct des microorganismes). (Davidson et Naidu., 2000).

L’action antimicrobienne des phénols peut étre due a leurs capacité a altérer la perméabilité
des cellules microbiennes, permettent ainsi la perte de macromolécules de I’intérieur ou
pouvant interférer avec la formation membranaire et entrainer une mort cellulaire éventuelle.
(Bajpai et al., 2008).

Particulierement les mélanges eau /alcool se sont révélés plus efficace pour extraire les
constituants phénoliques que le systeme de solvant monocomposant. (Yilmaz et Toledo.,
2006 ; Pinelo et al., 2005). Les extraits éthanoliques d’algues montrent un rendement plus
élevés et une variété de composés phénoliques plus riche par rapport aux extraits aqueux.
(Farvin et al., 2013)
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Figure n°15 : photographie d’une microplaque les CMI des extraits éthanolique vis-a-
vis de Candida albicans.

V.3. Détermination des concertations minimales fongicides (CMF) des

extraits éthanoliques des quatre espéces d’algues marines :

Le tableau n°03 résume les résultats obtenus pour les CMF sur milieu solide.

Tableau n°03 : tableau représentant la CMB (fongicide) des extraits éthanolique des

algues marines.

AB1 AB2 AV1 AV?2
50 mg/ml | Fongicide Fongicide Fongistatique Fongistatique
75 mg/ml | Fongicide Fongicide Fongistatique Fongicide
100mg/ml | Fongicide Fongicide Fongistatique Fongicide

On constate que ’activité antifongique des extraits éthanoliques des algues brunes sont plus
efficace vis-a-vis de Candida albicans, la CMF de ces algues est équivalente a 50mg/ml

pour les deux especes.
Tandis que les algues vertes sont moins efficace vis-a-vis Candida albicans, avec seulement

une activité¢ fongistatique pour I’espéce (AV1) et un minimum de 100mg/ml d’extrait

¢thanolique de I’espéce (AV2) afin quelle soit fongicide.
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D’apres les tests de dosages déja effectué on tire les conclusions suivantes :

-phlorotannins : d’apres les résultats on note que 1’espece (AB2) posséde la teneur la plus
élevée par rapport aux autres especes

-Flavonoides : on a aussi eu des teneurs assez élevées avec 1’espéce (AB2) et; ce qui
explique I’activité intense des cette algue vis a vis Candida albican, suivi par I’extrait
(AB1), de méme avec les composés phénoliques, des meilleures teneurs ont été obtenues
avec les extraits éhanoliques de I’espéce (AB2) et I’espéce (AV2).

Nous avons constaté que I’extraits ethanolique de (AB2) a des teneurs plus élevées en
flavonoides, phlorotannins, polyphénol totaux par rapport a (ABl); et le méme
raisonnement pour (AV2) par rapport a (AV1) respectivement.

Ses résultats expliquent la bonne activité de 1’espéce pheophyte vis-a-vis de Candida
albicans, avec une meilleure activité de (AB2) par rapport a 1’espéce (AB1). Ses résultats
exhibent de part et d’autre 1’efficacité de I’(AV2) par rapport a I’(AV1) a I’inhibition de la
croissance fongique des Candida albicans. Ce qui nous a amener a déduire, que les
composés phénoliques influence positivement sur 1’activité antifongiques des espéces

algales.
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Conclusion

Dans la présente étude nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de 1’activité antifongique,
a I’égard de de Candida albicans, ainsi qu’a I’évaluation du pouvoir antioxydant d’extraits de
quatre algues marines de la cote de Béjaia a savoir deux algues brunes (AB1, AB2), ainsi que

deux algues vertes (AV1, AV2), obtenus par deux solvants d’extraction, 1’éthanol et 1’eau.

Les résultats des teneurs des extraits en polyphénols totaux ont montré que les extraits
éthanoliques des espéces algales AV2 et AB2 en sont riche (83,793 £ 0,511 et 79,217 + 2,043
mg EAG/g de MS, respectivement) tandis que I’espece (AB1) en est la plus pauvre (44,901 +
0,17 mg EAG/g de MS). Par ailleurs les extraits aqueux des especes (AB2), (AB2), ont
montré les teneurs les plus élevées (88,85 +15,33 et 83,793+ 0,17 mgEAG/g de MS,
respectivement).

Concernant les teneurs des extraits en phlorotannins, les extraits aqueux des espéces (AV1),
(AV2) sont moins riches en ces composés (0,041+0,378 et 0,015+0,260 mgEQ/g de MS) par
contre I’extrait éthanolique de I’algue (AB2) a enregistré la teneur la plus élevée (0,748 +
0,487 mgEQ/g de MS). Quant aux teneurs en flavonoides, il s’est avéré que les extraits
¢thanolique et aqueux de 1’espéece (AB1) ont marqué les teneurs les plus élevées (4,8+0,196 et
4,513+0,027 mgEQ/g de MS, respectivement).

Les extrait ethanoliques des algues brunes (AB1) et (AB2), ce sont montré étre plus riches en
caroténoides avce (32,482+0,471 et 24,286+0,250 mgEp /mg en MS), tandis que 1’espéces
algale de DI’extrait aqueux (AB1) a montré la plus faible valeurs (9,267+1,267 mgEQ/g de
MS).

L’évaluation de I’effet antifongique montre que la levure testée Candida albicans est
sensible aux extraits éthanoliques des algues marines étudiées. En comparant la sensibilité du
Candida albicans, on remarque que les algues brunes ont une bonne activité comparant aux
espéces d’algues vertes. Cela se correle avec les différents dosages réalises. Ceci pourrait
refléter soit le large spectre d’activité d’un ou des composés phénoliques de ces extraits ou
bien la variabilité des métabolites secondaires des quatre algues marines étudiées. Une activité
antifongique importante est notée pour I’espece algale (AB2) qui est active a 1’égard de la
souche fongique testé. Les extraits aqueux se sont montrés sans activités vis-a-vis la souche

fongique testée.
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Conclusion

L’¢évaluation de I’activité antioxydante des extraits, est réalisée par le piégeage du radical
DPPH;, a savoir le pouvoir réducteur. L’espéce algale (AV1) de [’extrait ethanolique s’est
montrée plus performante avec des valeurs d’ECsg de (80,70 ug/ml), par contre 1’espéce algale
(AV2) de I’extrait éthanolique présente la plus faible valeur d’ECs (3335,36). Les résultats de
I’activité antioxydante ont révélé une faible activité de I’extrait éthanolique d’(AV2) bien

qu’elle soit riche en composés phénoliques par rapport 1’extrait éthanolique de 1’algue verte
(AV1).

Il ressort de la présente étude que les algues marines étudiées peuvent étre
utilisées comme une bonne source naturelle d’agents antifongiques et antioxydants. 1l serait

donc nécessaire de:

Procéder a une séparation et caractérisation de ces composés, afin de les tester

séparément et identifier ceux, parmi eux qui sont actifs.

e Etudier d’autres activités, telles que 1’activité antivirale, qui est tres peu documentee.

e Réaliser des tests in vivo pour évaluer une éventuelle toxicité ou confirmer leur non
toxicité

e Tester les activités des métabolites secondaires des algues marines sur d’autres souches
fongiques.

e Utiliser d’autres techniques d’extraction et d’autres solvants avec différentes

combinaisons, qui sont plus respectueuses de I’environnement et de la vie humaine.
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ANNEXES

ANNEXE 02 : composition chimique des milieux de culture utilisée selon (Guiraud, 1998)

Bouillon nutritif

e Peptone 10g

e Extrait de viande 5g

e Chlorure de sodium 5g
e pH?7.2

Gélose Chapman

e Extrait de viande 1 ¢

e Peptone 10 g

e Chlorure de sodium 5 g
e Mannitol 10 ¢

e Rouge de phénol 25 mg
e Agarl5g

° pH 7,4

Gélose Mueller Hinton

e Extrait de viande 2 ¢

e Hydrolysat acide de caséine 17,5 g
e Amidonl5g

e AgarlOg

e pH74

Gélose PCA

e Peptone5g
e Extraitde levure 259

e Glucoselg



ANNEXES

e Agarldg
e pHY

ANNEXE 01:Matériels et produits utilisés

Appareillage

e Autoclave.

e Bain-marie .

e Balance de précision.

e Centrifugeuse .

e FEtuve.

e pH metre.

e Spectrophotometre UV-visible.
e Tamiseur RETCH.

o Vortex.

Produits chimiques

e Acide acétique.

e Acide chlorhydrique (HCI).

e Acide gallique.

e Carbonate de sodium (Na,COg).

e Catéchine.

e Chlorure d'aluminium (AICl5).

e Chlorure de sodium (NaCl).

e DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilhydrazyl).

e Ethanol: (C;HsO), 99%, MM=46.07 g/mol, d=0.81 (PROLABO).
e Eau physiologique (1g NaCl dans un litre d’eau distillée).
e Folin-Ciocalteu.



Résumé

L’objectif la présente étude est d’évaluer les activités antioxydante et antifongique des
métabolites secondaires a savoir les composés phénoliques et les pigments extraits a partir
de quatre espéces algale marines, deux especes d’algues brunes (AB1, AB2), et deux
especes d’algues vertes (AV1, AV2) de la cbte de Bejaia en utilisant deux solvants (éthanol
aqueux et eau pure). Les teneurs les plus élevées en composés phénoliques totaux sont
obtenues par les extraits aqueux des especes algales brunes avec 83,793+0,17 a 88,85+1,533
mg EAG/qg. Les teneurs en flavonoides des especes algales étaient presque similaires pour les
deux extraits éthanolique et aqueux. Les caroténoides on a obtenus des résultats inattendus
avec des fortes teneurs pour les extraits aqueux allant jusqua 32,482+ 0,471 mg EBC/ g au
contraire des extraits éthanoliques qui varient entre 9,267+1,636 a 22,267+2,163 mg EBC/ g.
Les *extrait éthanoliques des espéces d’algues brunes AB1 et AB2 ont présentées des teneurs
importantes en phlorotannins avec 0,748 a 0,225 mg EPG/g et de 0,245 a 0,347 mgEPG/qg .
Les testes d’activité antioxydante des extraits éthanoliques ont montré que ’extrait le plus
actif est I’extrait ethanolique de 1’algue verte AV2, en revanche aucune activité n’ai observé
avec les extraits des éspeces AV1 et ABL. Les extraits éthanoliques des algues brunes AB2, et
AB1 ce sont avéré avoir une activité fongicides vis a vis de candida albicans, tandis que les
extraits éthanoliques des algues vertes ont montré une activité fongistatiques.
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