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Introduction

Le milieu marin et les organismes qui I'habitent constituent une source infinie de
Molécules actives a structure chimique originale (Glombitza et al., 1979 ; Smit, 2004). Ces
composés sont synthétisés par des voies meétaboliques différentes de celles observées en
Milieu terrestre. Parmi les organismes marins, les algues, qui sont le plus souvent fixées sur
un substrat (Paul et Fenical, 1987 ; Steinberg et Schneider ,1997).

Les algues occupent une place importante dans le milieu marin avec plus de 1200
espéces appartenant a tous les niveaux évolutifs, capables de produire des substances dont
I’action constitue dans certains cas, un élément de protection contre les prédateurs naturels.
Les algues marines constituent un énorme réservoir de molécules naturelles potentiellement
actives (Rajeev et Xu ,2004 ; Blunt et al ; 2009).

Les substances chimiques de colonisation et de répulsion, correspondent a la
demande actuelle en molécules naturelles bioactives (Valls et al., 1993 ; Manéchal et al .,
2004 ; Charles ,2008 ; Younes F et al., 2009).

De nos jours, l'intérét croissant pour la formulation de nouveaux nutriments
fonctionnels continue d’encourager la recherche de nouvelles ingrédients alimentaires.
Parallélement a cette tendance il serait intéressant de remplacer les conservateurs synthétiques
par des substances d’origine naturelle ces conservateurs naturels peuvent provenir des plantes,

des micro-algues et des macroalgues. (Santoyo S et al., 2009).

Dans notre travail nous nous baserons sur les algues et leur capacité de synthétiser
des métabolites bioactifs (Gonzalez del Val et al., 2001). en effet les algues possedent des
activités biologiques telles qu’anticoagulante (Donadieu ,1985), anticancéreuse (Kang et al.,
2009) antioxydante (Devi et al.,2011 ; Santoyo S et al.,2009) et une activité antibactérienne
(Chiheb et al., 2010).

-



Introduction

En Algérie, Dans le cadre de la recherche sur les algues marines, il existe peu de
données et d’études évaluant leur potentiel antimicrobien, L’objectif de ce présent travail est
de mettre en évidence, in vitro, les propriétés antimicrobiennes de quelques extraits d’algues
marines obtenus par deux différents types d’extraction a savoir extraction classique solide

liquide et extraction par fluides pressurisés.

> La premiere partie de ce document est consacrée a une synthese
bibliographique sur les algues marines, ainsi qu’un aper¢u sur leurs composés
bioactifs.
» Laseconde partie est consacrée a la partie expérimentale, a savoir :
e Extraction des composés phénoliques a partir des especes
d’algues marines récoltées ;
e Dosage des composes phénoliques de ces extraits ;
e Evaluation de leurs activités antimicrobiennes ;

e les résultats obtenus ainsi que leur discussion.
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I. Généralité sur les algues marines
I .1. Définition

Les algues sont des étres vivants appartenant au régne végétal. Elles constituent un
ensemble hétérogene (Naegelé et Naegelé, 1967), dépourvus de racines, de tige et de feuilles,
mais possédant de la chlorophylle ainsi que d'autres pigments accessoires pour réaliser la
photosynthése productrice d'oxygene (Gayral, 1975). La plupart des algues se développent en
eau douce, saline ou saumatre, sur des rochers humides, ou sur un sol mouillé mais certaines
sont terrestres et sont capables de se développer sur le sol ou sur le tronc des arbres (Michel,
2000).

La taille des algues peut varier de la cellule microscopique unique, a quelques cellules
en colonies et jusqu'a 7,5 m (laminaires, sargasses, macro algues) pour certaines formes

multicellulaires (Hervé, 2012).

1.2. Diversités et Classification

La classification des algues se fait selon des caractéristiques spécifiques telles que les
composantes de la paroi cellulaire, les pigments présents, le cycle de vie et le type de composés
utilisés pour I'entreposage de la nourriture (Memory, 2006).

A partir de ces critéres, les algues sont réparties en trois grandes divisions d'algues marines et
leurs pigments correspondants (Davis et al., 2003) :

» Chlorophyta (algues vertes) : Chlorophylle a, b ; a-, B- et y-caroténes et plusieurs
xanthophylles.

* Phacophyta (algues brunes) : Chlorophylle a, b ; B-caroténe et fucoxanthine et

plusieurs autres xanthophylles
»= Rhodophyta (algue rouge) : Chlorophylle a (quelque Florideophyceae) ; R-

phycocyanine et C-phycocyanine, allophycocyanine ; R- et B-phycoérythrine.
a- et B-carotene et plusieurs xanthophylles.

.



Synthese bibliographique

I1. Les composés bioactifs des macros algues
I1.1. Les composés phénoliques

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux (Bravo, 1998 ;
Lugasi et al., 2003) essentiels dans l'interaction de la plante avec son environnement. Les
composés phénoliques, ne sont pas libres, ils se trouvent généralement sous forme d’esters, liés
aux acides organiques, ou de glycosides, liés aux sucres (Crozier et al., 2006 ; Vermerris et
Nicholson, 2006).

Les composes phénoliques possédent une activité antioxydante (assure une meilleure
conservation des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique) (Hennebelle et
al., 2004) et une activité antimicrobienne (Le mode d’action des polyphénols sur les
microorganismes peut étre lié a I'inhibition des enzymes hydrolytiques) (Cowan, 1999 ; Karou
et al., 2005 ; Mohamed et al., 2009).

11.1.1.Flavonoides

Le terme flavonoide (de flavus, «jaune»> en latin) désigne une trés large gamme de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). lls constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux
(Havasteen, 2002). les flavonoides possedent des activité anti-tumorales, anticarcinogenes,
anti-inflammatoires et antioxydante (Bahorun, 1997).la figure 1 représente la structure de base
des flavonoides.

Figure 1: Structure de base des flavonoides (Heim et al., 2002).

-
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11.1.2. Les tannins

Les tannins (ou tanins) sont des substances d’origine végétale qui ont la propriété de
transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible : le cuir (Bruneton, 1999). Les
tannins sont généralement divisés en trois groupes chimiques distincts en fonction de leurs
structures : les tannins hydrolysables, les tannins condensés et le troisiéme, groupe le moins

connu, représenté par les phlorotannins. (Koivikko, 2008).

e Les Phlorotannins

Les phlorotannins représentent un sous-groupe de tannins répandus seulement chez les
algues Brunes (Wang et al., 2008), ils sont classés en six groupes : Fucols, phlorethols,
fucophlorethols, Fuhalols, isofuhalols et eckols qui different par le nombre de groupes
hydroxyle et la nature chimique des liaisons (Maschek et Baker, 2008), ils sont connus pour
avoir une activité antimicrobienne et antioxydante (Bahorun, 1997). La figure 2 représente la

structure de base des phlorotannins et quelques phlorotannins.

)
HO__~ -OH O:O O_~_OH  HO OH
| < J OH ]Q/

Z O o

(i) OH OH
OH HO/\’; .
OH

U’\hlnrog]ugimﬂ/ Fucols (j) Isofuhalols (k)

Figure 2: Structure de base des phlorotannins (i) et de quelques phlorotannins
(Maschek et Baker, 2008).
11.2. Les caroténoides

Toutes les macroalgues contiennent des caroténoides ce sont des pigments liposolubles
composées d’unités isoprenes. ceux sont de puissants antioxydants, les algues brunes sont
particulierement riches en caroténoides et notamment en fucoxanthine, xanthophylles et
Bcaroténe (chouikhi, 2013).
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De nombreuses études ont demontré les propriétés anti oxydantes des caroténoides
algaux et le role qu’ils jouent dans la prévention de plusieurs pathologies liées au stress oxydatif

(Marfaing et Lerat, 2007).

11.3. La phycoérythrine

Parmi les protéines algales, il faut citer la présence chez les algues rouges de molécules
particuliéres : les phycobiliprotéines, qui sont les principaux pigments de ces algues et font
partie du systéme de collecte de 1’énergie lumineuse.(Marfaing et Lerat, 2007).il a été prouvé
que la Phycoérythrine possédait une activité antimicrobiennes , activité antioxydants et
anticancéreux (Namasivayam et al., 2013).

I1l. méthodes d’extractions

111.1. Extraction liquide sous pression (PLE)

C’est une technique d’extraction solide-liquide qui a la particularité d’utiliser des solvants
sous de hautes pressions et a des températures situées au-dessus du point d‘ébullition des
solvants. cette combinaison de pression et température élevées fournit un processus d‘extraction
plus rapide et plus efficace. 1‘augmentation de la température diminue la viscosité des solvants
permettant une meilleure pénétration dans la matrice solide et des interactions solvants-
matrices-molécules. de plus, les taux de diffusion deviennent plus rapides a température élevée

ce qui diminue le temps d‘extraction. (Santoyo, 2009)

I11.2.Extraction classique solide-liquide

L’extraction solide-liquide appelée aussi extraction par solvant est une opération unitaire
visant a la séparation a 1’aide d’une phase liquide (solvant) d’un ou plusieurs composés (soluté)
contenus dans une matrice solide. le produit est extrait par diffusion dans la phase liquide qui
est ensuite séparée de la matrice solide. cette opération peut étre utilisée a plusieurs fins : elle
peut soit servir a éliminer un composé indésirable d’un produit solide en le dissolvant dans un
liquide (lavage), soit a obtenir un composé noble contenu dans le produit solide (extraction
solide-liquide) (Werner et al., 2010).

-
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I. Matériel végétal

Les algues marines faisant I’objet de cette ¢tude sont au nombre de six deux
chlorophycophytes (Ulva intestinalis et Ulva lactuca) et trois Phéophycophyte (Halopteris
scoparia et Cystoseira mediterranea et Padina pavonica) et un Rhodophycée (Ceramium
virgatum). ce sont des algues tres communes sur les cotes mediterranéennes.

La récolte des différentes especes algales s’est effectuée a différents sites, et ce durant
le mois de mai 2014, les algues verte et rouges ont été collectés au niveau de la plage dite EL’ach
El-bez, tandis que la collecte des algue brune s’est effectuée dans trois endroits différents, dont
la plage EL’ach El-bez, Boulimate, et Backster, située a environ 22 Km a I’ouest de la ville de
Bejaia, (36° 49°58,06 N, 4° 58° 05,17 E) (figure 03). c’est une station caractérisée par un
substrat rocheux et un mode moyennement battu et calme (figure 04). ces algues ont été

identifiées au niveau du laboratoire de cryptogamie a 1’université

Abderrahmane Mira de Bejaia (UAMB). les photographies des espéces d’algues marines récoltées
sont présentées dans la figure 06 avec une description de chaque espéce dans le

tableau I.

Figure 03 : Cartographie de la station

Figure 04 : Photographie de la station
de récolte des algues étudiéesmarines de récolte (EL’ach El Baz) (Bejaia)
(INCT, 2000).

Nous avons travaillé avec des extraits d’algues prét issu d’une extraction par fluides

pressurises.

Ainsi qu’avec les mémes espéces d’algues déja séchées sur lesquelles nous avons procédé

a une extraction par solvants classique (solide-liquide).
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Ces algues ont été coupées en petits morceaux, broyées en fine poudre par broyeur Fritsch.

Figure 5 : Photographie du broyeur Fritsch.

Par la suite tamisées pour obtenir une poudre de granulométrie inférieure a 63 pm, les
poudres sont mises dans des sachet et conservés dans un endroit sec,la finalité de cette étape est
de mettre au point une poudre végétale qui permet I’extraction de taux importants de composés

bioactifs.
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Tableau | : Caractéristiques botaniques des espéces d’algues marines récoltées (Cabioc’h et al,

1992).

Figure 6 : Photographies des
especes d’algues marines récoltées.

Description

Classification)

Ulva lactuca

Algue verte avec un thalle
en

formes foliacées irrégulig,
quelques fois lobées et
découpées, a consistance
relativement ferme,
composées de deux couches
de cellules accolées, et
fixées au substrat par un
petit disque.

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

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

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

Algue brune avec un thalle
arbustif a axe segmenté et
souvent ramifie possede de
nombreux ramoules
disposés radialement,
rugueux. La croissance du
thalle se fait a partir d’une
grosse  cellule  appelée
sphacéle et leur fixation se
fait par les rhizoides.

Régne : Plantae
Division : Pheophyta
Classe : Peophyceae
Ordre :
Sphacelariale
Famille :
Stypocaulonacées
Genre : Halopteris
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cystoceira mediterranea

Algue brune avec un thalle
cylindrique, dépourvus de
tophules, rameaux portant
de  nombreux  ramules
courts et épineux, ferme et
réceptacle

Regne : Plantae
Division : Phaeophyta
Classe : Phaeophyceae
Ordre : Fucales
Famille :
Cystoseiracées

Genre : Cystoseira

Algue brune avec un thalle
en

lame mince et souvent
membraneux.

Regne : Plantae
Division : Phaeophyta
Classe : Phaeophyceae
Ordre : Dictyotale
Famille : Dictyotacées
Genre : Padina

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

pince

Regne : plantae
Division : Rhodophyta
Classe : Rhodophyceae
Ordre : Ceramiale
Famille : Ceramiaceae
Genre : Ceramium

I1. Extraction des composés Bioactifs

L’extraction est effectuée par macération de 10 g de poudre dans 100 ml de chaque
solvant a savoir : méthanol, éthanol et eau, sous agitation pendant 2 heures. Apres 1’agitation la
solution est centrifugee (centrifugeuse NUVE NF 200) a 1500 g pendant 10 minutes, le
surnageant contenant est récupéré. cette solution est filtrée, avec du papier filtre (wattman
standard), le filtrat de chaque solvant est récupéré dans un bécher, ils sont ensuite incubés a
I’étuve (BINDR WTB) a 40°C pour 1’évaporation totale des différents solvants (Cox et al.,
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2010) puis I’extrait sec de chaque solvant est reconstitué a une concentration de 100 mg/ml, dans

leur solvant d’extraction. les extraits obtenus sont conservés dans des flacons fumés a

4°C jusqu’a utilisation ultérieure. (Figure 7).

I1.1.Détermination des Taux d’extraction

Le rendement en extrait sec est déterminé par la différence entre le poids de I’extrait avant

et aprées évaporation du solvant.

Le rendement d’extraction est calculé comme suit :

RE%=(p1-p0)/Ex100

PO —— poids du bécher vide (mg)
P1 __, poidsdu bécher apres évaporation (mg).
E — poids de I’échantillon (mg).

RE —» Rendement d’extraction exprimé en pourcentage.
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Figure 7 : Protocole d’extraction des composeés phénoliques (Cox et al ., 2010)
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I11. Dosage des composés phénoliques des extraits

Les composés phénoliques sont mis en évidence en fonction de 1’absorbance d’une
solution mesurée dans des conditions bien déterminées, cette solution se manifeste par des
colorations qui sont dus essentiellement & des réactions biochimiques.

La teneur en composés phénoliques totaux des extraits d’algues préparer ci-dessus, est
déterminée par une méthode spectrophotometrique décrite par Kuda et al., (2005) cette méthode
dérive de la méthode de Owen et jonh’s, (1999) qui est basée sur la réaction des composés
phénoliques avec le réactif de FOLIN-CIOCATLEU, ce réactif est constitué d’un mélange
d’acide phosphotungstique (H;PW,,040) et d’acide phosphonolybdique H3PMO12040 , il est
réduit lors de I’oxydation des phénol en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdene,
selon certains auteurs la couleur dépend du nombre de groupement hydroxyle et de leur position
dans les molécules, la coloration produite (dont I’absorbance maximum est comprise entre 725
et 760) est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux
(Ribereau-Gayron et al., 1998).

Dans 0.6ml d’eau distillé, est ajouté 10ul d’extrait, puis 50ul d’une solution de Folin
Ciocalteu, apres une minute, 150ul d’une solution de carbonate de sodium a 20% est ajouté, puis
190ul d’eau distillé est rajouté. ce mélange est laissé a 1’obscurit¢ pendant deux heures a
température ambiante. des mesures d’absorbance sont enregistrées a 760nm en utilisant un
Spectrophotometre (Kuda et al., 2005) (figure 8).

L’acide gallique est utilisée pour la préparation de la courbe standard (Annexe I).Les
résultats sont exprimés en équivalent mg d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g

d’extrait).
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Figure 8 : Protocole du dosage des composés phenoliques totaux (Kuda et al., 2005)
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IV. Etude de P’activité antimicrobienne des extraits d’algues

IV.1. Les souches cibles

Les germes qui ont fait I'objet des tests antimicrobiens englobent : une bactérie a
Gram positif, une bactérie a Gram négatif ainsi qu’un levure, ces germes ont été¢ fournis
standardisés par le laboratoire de Microbiologie Appliquée (L.M.A) de 'UAMB Les détails
sur les souches bactériennes étudiées sont illustrés dans le Tableau I1.

Tableau Il : Souches bactériennes et fongique utilisées :

Souches Références
Escherichia coli ATCC 25922
SARM ATCC 43300
Candida Albicans ATCC 10231

ATCC : Américain Type Culture Collection.

SARM : Staphylococcus aureus Résistant a la Méthicilline.

1VV.2.Standardisation des inocula

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

souche cible utilisée, d’ou la nécessité de standardiser 1’inoculum bactérien.

Les germes utilisés ayant été fournis standardisés une Vvérification de la standardisation a
éte effectuée comme suit :

A partir d’une culture jeune (18h a 24h) un prélévement de colonies est effectué, et

dispos¢ dans Sml d’eau physiologique. la standardisation a été effectuée en se basant sur un
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nombre et un type de colonie précis, le nombre de colonies prélevées pour chaque souche est

comme suit :

* SARM 07 petites colonies.
» E. coli 07colonies moyennes.

+ Candida Albicans 5colonies moyennes.

Ensuite une série de dilution décimal est réalisé¢ dans de I’eau physiologique stérile (10
1a10), un volume de 1ml est prélever de chaque dilution et, est ensemencé en masse sur
gélose nutritive (3 boites), aprés incubation a 37°C pendant 24h, un dénombrement est
réalisé. la concentration bactérienne en UFC/ml est obtenue par 1’application de la loi

suivante :

_ %C
T (vx1.1d)

> ¢ : Somme des colonies comptées sur les deux boites retenues
V : Volume d’inoculum (1ml dans la masse /0.1ml en surface)

D : Dilution correspondant a la premicre boite retenue avec les I’inoculum le moins  dilué.

1V.3.Evaluation de I’effet antimicrobien

IVV.3.1. Antibiogrammes

Les activités antimicrobiennes des différents extraits ont été déterminées par la technique
de diffusion sur gélose Muller-Hinton. Le mode opératoire utilisé est celui décrit par (Younes
et al ., 2009) avec quelques modification. La gélose Muller-Hinton a été ensemence par
écouvillonnage par des inocula bactériens standardisés (10’UFC/ml).

Des disques stériles de papier buvard ayant un diamétre de 6mm ont été déposes
aseptiqguement sur la gélose ensemencée et ont été immédiatement imprégnés par un volume
d’extraits d’algues de 20l ayant une concentration de 100mg/ml ensuite les boites sont mises a
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4°C/2h pour la diffusion. Les solvants d’extraction respectifs sont utilisés comme témoins
négatifs.

Pour la technique des spots on dépose directement 20ul d’extraits d’algues sur la gélose
ensemencée ensuite les boites sont mises a 4°C/2h pour la diffusion. les solvants d’extraction

respectifs sont utilisés comme témoins négatifs.

Des zones d’inhibition autour du point d’application des disques et spots sont mesurees
avec un pied a coulisse en millimétres aprés incubation a 37°C/24 heures pour les souches
bactériennes et la levure (Karabay-Yavasoglu et al., 2007).

IVV.3.2.Détermination des concentrations minimales inhibitrices sur milieu liquide (CMI)

La détermination des CMI des extrait d’algues étudies vis-a-Vvis des trois souches testés
précédemment est réalisée selon la technique de micro dilution sur microplaques stériles, tel que
recommandé par le comité national pour les normes de laboratoire cliniques (NCCLS , 1999)
avec quelque modification. la procédure est comme suit :

» 165ul de bouillon Muller-Hinton additionné de Tween 20

» 30ul des différentes concentrations des extraits allant de 10 mg/ml a 100 mg/ml ont été
déposé dans chaque puits

» Chaque puits est ensuite ensemencé par 5ul de la suspension bactérienne de densité
10’UFC/mi

* Les microplaques ont été incubées a 37°C pendant 24h Dans ce test deux témoins sont
réalisés :
» Témoin negatif : exempt d’inoculum

» Témoin positif : exempt d’extrait.

La CMI de chaque extrait a été déterminée visuellement par I’absence de formation d’un culot

bactérien blanc (sorte de petite pelote blanche) au fond du puits. (Santoyo et al., 2009).

1VV.3.2.2.Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

Des boite de Pétris sont coulées par de la gélose Muller Hinton et sont ensemencées a

partir des puits ou aucune croissance n’est observée. Apres incubation a 37°C pendant 24h, une
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présence de la croissance ou non est mentionnée. La CMB correspond a concentration ol aucune

croissance n’a été observée.

V. Etude statistique

Pour pouvoir faire une étude statistique toutes les données de la présente étude sont
effectuées en 3 essais. les résultats sont exprimes en moyenne + écart type. les données sont
analysées en utilisant une analyse de variance (ANOVA). des différences significatives (p<0,05)
entre les moyennes sont determinées par le test LSD (Low Significant Difference).

Le logiciel utilisé est STATISTICA 5.5.
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I. Taux d’extraction des composés phénoliques

I.1. Extraction classique solide -liquide

Dans notre travail nous avons effectué une extraction a I’aide de 3 solvants a savoir :
le méthanol 1’éthanol et I’eau, le choix des solvants s’est fait en se basant sur des études
antérieures qui ont montré que 1’éthanol et le méthanol donnent de meilleurs taux d’extraction
et sont hautement sélectifs pour les composes phénolique Spigno et al., (2007).Le choix de
I’eau comme solvant émane de I’intention de travailler avec des extraits le moins nocifs

possible et de pourvoir évaluer 1’activité de tels extraits

Les résultats des taux d’extraction pour les six espeéces marines ¢étudiées sont

représentes dans la figure 9
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Figure 9: Taux d’extraction par la méthode classique

Nous remarquons que 1’extrait méthanolique de Padina pavonica représente le taux le
plus élevé avec 14 ,81%, suivi par la fraction aqueuse de Cystoseira mediterranea avec
12.55%.en revanche nous avons enregistré le taux le plus faible pour I’extrait méthanolique de

Cystoseira mediterranea avecl, 1%.
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1.2.Extraction par fluides pressurisé (PLE)

Les résultats des taux d’extraction obtenus sont illustres dans la figure 10
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FigurelO: Taux d’extraction par la méthode PLE

Les taux d’extraction les plus élevés pour les six espéces ont été obtenu par les extraits
¢éthanolique, d’Ulva intestinalis a donné le meilleur rendement avec 6.42%, Padina pavonica,
Ceramium virgatum et Cystoseira mediterranea ont donné des taux d’extraction de 4,2%, 3

,3% et2, 8% respectivement.

Pour les extraits aqueux, padina présente le taux d’extraction le plus élevée 4,028%

alors que. L’extrait aqueux d Ulva intestinalis donne le taux d’extraction le plus faible 2,34%.

Les taux d’extraction des fractions aqueuses obtenues par extraction classique est
supérieur au taux d’extraction de la PLE a I’exception de Padina pavonica qui sont
relativement égaux pour les deux méthodes d’extraction, le taux d’extraction des extraits
¢thanolique d’Ulva intestinalis ; Ceramium virgatum ; Halopteris scoparia et Cystoseira
mediterranea est meilleur avec ’extraction par PLE (6 ,42% ; 3,4%; 4,2%; 2,112%; 2,

783%) respectivement.

Plaza et al., (2010) ont enregistré des teneurs en polyphénols totaux pour I’extrait

éthanolique et aqueux de I’algue brune Himanthalia elongata de 8.29% et 9.51%
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respectivement, ces résultats sont supérieur a nos résultats obtenus avec les extraits
¢thanolique des algues brunes pour la méme méthode d’extraction (PLE) cette différence peut

étre du a I’espéce d’algue utilisé qui est plus riche en composés phénoliques.

Ben Abdallah et al., (2013) ont relevé que le méthanol présente le meilleur rendement
pour les deux espéces d’algues brunes Dictyota dichotoma (3,01%) et Cystoseira crinita
(2,88%) ces résultats sont relativement similaires & ceux obtenus avec Cystoseira
mediterranea (1,1%) et Halopteris scoparia (1,3%) et largement inférieur & nos résultats

obtenus avec 1’extrait méthanolique de padina pavonica (14,18%).

Ces différences peuvent étre dues aux conditions d’extraction a savoir : la durée de
macération, la vitesse de centrifugation et la température d’extraction. Pinelo et al., (2005)
considerent que la granulométrie de la poudre est un parametre important dans la mesure ou la
réduction de la taille des particules augmente la surface de contact avec le solvant, et selon
Turkmen et al., (2006) le rendement d’extraction dépend du solvant et de la méthode

d’extraction.

Hayoni et al., (2007) ont constaté que le temps de macération affecte le taux
d’extraction,et d’aprés mukhopadhyay et al., (2006) I’augmentation de la température méne
a ’augmentation du taux d’extraction ,cela a également été rapporté par santoyo et al.,
(2009).

-
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I1. Dosage des composés phénoliques

I1.1.Dosage des composes phénolique pour I’extraction classiques

Les teneurs en poly phénols totaux des extraits éethanoliques, méthanoliques et

aqueux, des six espéces d’algues marines étudiées sont exprimés en milligramme €quivalent

d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g), sont représenté dans la figure 11

30
m ethanol

ab a
= 25 m methanol
Y oo
> T
5 =2 o0 de sau
85 bc
o 3 =
—_ .= 15
S g cde
2= defg =8
S up 10 afa f
S E efg e
-
5
s
0
Ulva Ulva lactuca Cystoceira Padina Halopteris Ceramium
intestinalis mediteranie pavonica scoparia virgatus
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Figure 11: dosage des composes phénolique totaux des extraits obtenus par extraction

classique

Le solvant qui a donné la meilleure teneur en composés phénoliques est le méthanol
avec 23,10+1.49 et 20,27+ 6,038 mg EAG/g d’extrait, et la plus faible teneur est obtenue par
I’extrait aqueux avec 2,79 + 0.31mg EAG/g d’extrait d’Ulva intestinalis.

D’apres 1’étude statistique les plus grandes teneurs en polyphénols totaux sont
enregistrée par 1’algue brunes Cystoseira mediterranea (23,10£1.49mg Eq AG /g d’extrait) et
I’algue verts Ulva intestinalis (20,27+ 6,038 mg Eq AG /g d’extrait) avec une différence non
significatif (p>0,05). Les plus faibles teneurs en composés phénoliques sont enregistrées par

I’extrait aqueux d’Ulva intestinalis.

Calliste et al., (2001) ont rapporté que les composés phénoliques se répartissent dans

les differents solvants en fonction de leur polarité. Nous pouvons déduire que nos extraits
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méthanolique sont riches en composés polaires. Cet effet explique les teneurs assez élevées en
polyphénols totaux enregistrées pour Cystoseira mediterranea et Ulva intestinalis obtenus par
extraction classique les solvants polaire soient plus efficaces pour extraire les substances

polaires et de méme les solvants non polaires sont meilleurs pour I’extraction des substances

apolaires
11.2.Dosage des composes phéenolique des extraits par fluides pressurisés

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits éthanoliques et aqueux, des especes
d’algues marines étudiées sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par

gramme d’extrait (mg Eq AG/g), sont représenté dans la figure 12.

60

/g

;l
¥

50
40

30

20
) i I I I . '
0 ] i

Cvirgatum P pavonica H scoparea C mediterranea U lactuca U intestinalis

Polyphénole totaux enmg EAC

W mg EAG/ gd'extrait ethanolique B mg EAG/ gd'extrait aqueux

Figure 12: dosage des composes phénolique totaux des extraits de la PLE

Des teneurs élevé en composés phénoliques sont obtenues par les extraits éthanoliques
des différents extraits, I’algue brune Padina pavonica s’est révélé étre la plus riche en
polyphénols (42.97mgEAG/g), suivie de I’extrait d’Halopteris scoparia (29.79 mg EAG/g
d’extrait), ’extrait éthanolique de Cystoseira mediterranea est le moins riche des trois avec
un taux de 28.16 mg Eq. AG/g d’extrait.

On constate une légére différence entre les teneurs en composé phénoliques des deux
extraits eéthanolique d’algue verte Ulva lactuca et Ulva intestinalis avec celui de 1’algue
rouge Ceramium virgatum, cependant 1’algue verte Ulva lactuca de méme extrait se montre

la plus riche en polyphénols des trois, nous notons également que la plus faible teneur en
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composés phénoliques est obtenus par Ulva intestinalis avec un taux égal a 14.70 mg EAG/g

de poudre.

Les teneurs en composés phénoliques des extraits aqueux obtenus pour Padina
pavonica et Cystoseira mediterranea, différent significativement de celles obtenues par les
extraits éthanolique, par contre on note une légére différence pour les extraits de Ulva
intestinalis, Ceramium virgatum et Halopteris scoparia, et une similitude pour les teneurs en

polyphénols de I’algue Ulva lactuca concernant ces deux solvants.

L’¢étude comparative des deux méthodes d’extraction a montré que les meilleures
teneures en composés phénoliques sont enregistrées par ’extraction par fluides pressurisés

pour tous les espéces d’algues étudiées.

Bien que I’algue rouge Ceramium virgatum réveéle des teneurs faibles par rapport aux
autres extraits, néanmoins les taux obtenues avec cet algues sont supérieurs a ceux obtenu par
Murugan & Lyes (2012) avec 1’algue rouge Gracilaria edulis (0.142+ 0.025 mg EAG/g

d’extrait) pour les deux méthodes d’extraction utilises (I’extraction classique et la PLE).

Farvin & Jacobsen., (2013) ont trouvé que la teneur en polyphénols totaux pour les
deux extrait éthanolique et aqueux d’Ulva lactuca s’est avéré étre tres proche avec 2.26+0.07
mg EAG/g et 2.24+0.03 mg EAG/g respectivement, ces taux sont largement inferieurs au
notres; ces méme auteurs ont aussi constaté que les deux algues brunes Fucus Senatus et
Fucus vesiculosis présentent des teneurs en polyphénols totaux de 12+0.09 mg Eq AG/g et
10.45 mg EAG/g d’extrait respectivement qui sont presque similaires aux résultat d’extraction
classique par rapport a nos algue brune, mais son test considérablement inférieurs aux
résultats de la PLE cette différence pourrait étre dd a la méthode d’extraction utilisé qui assure
une meilleur solubilité et contact entre le solvant et 1’analyte a extraire et ce grace a la haute

température et pression, améliorant ainsi le rendement d’extraction ibanez et al.,( 2012)

Des études portant sur les composée phénolique ont montrés que les teneurs en ces
composés pouvaient varier d’une espéce a l’autre et que les algues brunes sont

géneralement les plus riches. Connanet al., (2004) ; Stiger et al.,(2004)

e
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I11. Activité antimicrobienne

L’objectif de ces tests est d’évaluer et de comparer la capacité des différentes algues
marines de la cote de Bejaia a produire des composés bioactifs présentant un intérét
antimicrobien potentiel. La production de I’activité antimicrobienne est considérée comme un
indicateur de la capacité des algues de synthétiser des métabolites secondaires bioactifs
Gonzalez del Val et al., (2001); Shanmughapriya et al., (2008).

111.1. Antibiogrammes

Dans la présente étude, les extraits des six algues marines sont testés vis-a-vis d’une
bactérie Gram positif, une Gram négatif et une levure. Les résultats sont exprimés selon trois
niveaux d’activité : Résistant : D<8 mm, intermédiaire : 15 mm>D>8 mm et sensible : D>15
mm Bansemir et al., (2006).Les résultats d’activité antimicrobienne des différents extraits
d’extraction classique et la PLE  vis- & vis de SARM, E. coli et Candida albicans sont

représentés dans les figures 13,a 17.

111.1.1.Activité antimicrobienne a I’égard de SARM.
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Figure 13: Activité antimicrobienne des différents extraits obtenu par extraction classique

vis- a vis de SARM
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Les extraits éthanoliques d’Halopteris scoparia et Cystoseira mediterranea, ont
montré une bonne activité antimicrobiennes vis-a-vis SARM par les deux méthodes (spot et

disque)

La plus large zone d’inhibition est de 21mmrévélée par I’extrait éthanolique de
Halopteris scoparia, suivi par une zone d’inhibition de 20.33mm révélée par I’extrait
éthanolique Cystoseira mediterranea, avec une différence significative (p< 0.05) entre les

extraits de ces deux algues.

L’¢étude statistique a montré une différence significative (p<0.05) entre les extraits
méthanolique d’Ulva intestinalis, Ulva lactuca et Ceramium virgatum avec des zone
d’inhibition de7,66+0,33 ; 6,66+1.20 ; 8+0,33respectivement.

SARM
14

12

. : ;

o
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C.virgatum P.pavonica C.mediterranea H scoparia

Figure 14 : activité antibactérienne des différents extraits de la PLE vis-a-vis de SARM

La figure 14 indique que les extraits de différentes algues, ont un effet inhibiteur sur
SARM. Des zones d’inhibition de 9.3 mm a 12.3 mm ont été observées, la zone d’inhibition la
plus élevé a été obtenus avec Cystoseira mediterranea, qui difféere significativement des
autres extraits, avec un diamétre égale a 12.3 + 0.6 mm .nous avons constaté une zone

d’inhibition la plus faible avec Halopteris scoparia est de 9.3 mm.

-
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Aucune zone d’inhibition n’est observée pour I’extrait aqueux de 1’algue verte (Ulva
intestinalis) et des algues brunes (Cystoseira mediterranea et Padina pavonica) envers SARM

avec les deux méthodes d’extraction (PLE et extraction classique).

Nous avons obtenus des zones d’inhibition supérieure avec 1’extraction classique par
rapport a I’extraction par PLE pour les extraits des algues étudié, cette différence peut étre
expliqué par la différence entre le procédé d’extraction, et par le type de solvant utilisé
Kandhahassamy et al., (2008).

Taskin et al., (2007) ont observé des zones d’inhibition des extraits méthanoliques de
deux algues Cystoseira barbata (12,66£0,57mm) et Halopteris filicina (11£1,00 mm) par
extraction classique vis-a-vis SARM, ces zones d’inhibition sont inférieures a celles que nous
avons obtenu avec Halopteris scoparia et Cystoseira mediterranea, cette différence pourrait

s’expliqué par la richesse de nos extraits en composes bioactifs.

Nos résultats obtenus pour 1’algue verte Ulva lactuca et 1’algue rouge Ceramium
virgatum vis-a-vis SARM sont inférieurs a ceux obtenus par Farid et al., (2010), qui ont
trouvé que les extraits des algues vertes U. intestinalis et U. lactuca, et 1’algue rouge

Ceramium humilis ont présenté un diamétre d’inhibition supérieur a 10 mm.

Oumaskour et ses collégues (2012) ont testé 1’activité de ’extrait éthanolique de
I’algue verte Ulva intestinalis vis-a-vis de S.aureus et n’ont observé aucune activité ceci est
en contradiction avec nos résultats obtenus pour les deux algues Ulva lactuca et Ulva

intestinalis.

I11.1.2. Activité antimicrobienne a I’égard d’E. coli

Dans cette étude, deux méthodes de diffusion sur milieu solide sont utilisées pour
étudier I’activité antimicrobienne des extraits de six espéces d’algues marines. Les résultats

d’activité antimicrobienne sont représentés dans les figures 15 et 16 :

-
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Figure 15 : activité antibactérienne des extraits d’extraction classique vis-a-vis E. coli

Les résultats illustrés dans la figure 15 montrent que :

les extraits éthanoliques de Halopteris scoparia et Cystoseira mediterranea ont une
bonne activité antimicrobienne vis-a-vis E. coli avec un diamétre de zone d’inhibition de
17,33mm et 15.66mm respectivement (méthode de spots) ;E. coli montre une sensibilité
intermédiaire vis-a-vis les algues brunes (Padina pavonica ,Halopteris scoparia et Cystoseira
mediterranea avec une zone d’inhibition de 11,66+0.33mm (méthode des disques),nous
avons enregistrée des faible zone pour Ulva intestinalis et Ceramium virgatum (6,66 mm)
(méthode des disques)et une zone d’inhibition de 5mm présentée par padina pavonica

(méthode des disques ) avec une différance significative(p<0,05).

Les extraits méthanolique de Halopteris scoparia et Cystoseira mediterranea, ont
montré une bonne activité antimicrobienne envers E. coli, la plus large zone d’inhibition est
de 16.66mm (méthode de disque) et 15.66 mm (méthode de spots). Avec une différance
significative (p<0,05) entre les extraits de ces deux algues. Les plus faibles valeurs sont
révélée par Ceramium virgatum (4mm) et Ulva intestinalis (2.66 mm) avec la méthode des

disques.
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Figure 16 : activité antibactérienne des différents extraits de la PLE vis-a-vis d E. coli

L’étude statistique révélé une légere différence d’activité antibactérienne vis-a-vis de
E. coli, le diamétre d’inhibition le plus élevé est observé pour I’extrait de 1’algue rouge
Ceramium virgatum avec 10,08mm suivi de Cystoseira mediterranea avec9 ,11mm puis Ulva
intestinalis avec 8,75et enfin 8,85mm pour Padina pavonica. La plus faible zone d’inhibition
est obtenue par Halopteris scoparia, qui différe significativement des autres extraits, avec un

diamétre d’inhibition égal a 7,7 + 0,21 mm.

Nous constatons qu’aucune zone d’inhibition n’a été observée pour les extraits aqueux
pour les deux méthodes d’extraction a savoir I’extraction classique et la PLE vis-a-vis d’E-

coli.

Pour les extraits éthanoliques de Halopteris scoparia obtenus par les deux méthodes
d’extraction nous avons enregistré une bonne zone d’inhibition, cela peut étre expliqué par le
fait que les composes bioactifs de Halopteris scoparia extraites par deux méthodes différente

ont un méme effet vis a avis E. coli.

Dans notre étude, 1’algue brune Halopteris scoparia s’est révélée active vis-a-vis E.
Coli contrairement a Taskin et al.,(2007)qui ont constaté que 1’algue brune Halopteris
filicina n’a révélé aucune activité a I’égard de E. coli ; ces auteurs ont aussi étudié 1’activité
antimicrobienne de I’extrait méthanolique de Cystoceira barbata, ils ont trouvé une zone

d’inhibition de 12mm vis-a-vis E. coli nos résultats sont supérieurs a ces résultats obtenus
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par extraction classique et inférieur a ces résultats par la PLE pour Halopteris scoparia et

Cystoseira mediterranea.

Nous avons constaté que le méthanol est le meilleur solvant pour I’extraction des
molécules douées d’une activité antibactérienne. L’effet inhibiteur de cet extrait est
probablement dd aux composes phénoliques, dont les algues brunes contiennent des teneurs
élevées ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Tahiriet al., (2003) et Chbani et

al.,(2011) qui ont obtenu quasiment les méme diamétres de zones d’inhibition.

Zbakh et al.,(2012) ont révélé que la souche E. coli est sensible vis-a-vis des extraits
d’Ulva intestinalis avec un intervalle des zones d’inhibition se situant entre 10mm et 15 mm,
ces résultats sont moyennement similaire avec ceux que nous avons obtenus par extraction

classique et meilleur avec ceux que nous avons obtenu avec I’extraction par fluide pressurise

nos résultats sont similaire a ceux de Al-Saif et al., (2014) qui ont trouvé aucune zone

d’inhibition vis-a-vis SARM et E. coli pour les extraits aqueux des algues marines.

11.1.3.Activité antimicrobienne a I’égard de Candida Albicans

candida albicans
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Figure 17: activité antibactérienne des différents extraits d’extraction classique vis-a-vis de

Candida albicans

Les extraits méthanoliques d’Halopteris scoparia ont donné un meilleur effet
inhibiteur vis a vis de Candida Albicans qui a présenté la plus grande sensibilité avec une
zones d’inhibition de 15.33+0.33 mm (méthode de spot) et del4+0.57mm (methode des

disques).
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L’étude statistique a montré une différence significative (p<0.05) pour les extrait
éthanoliques et méthanoliques d’Halopteris scoparia vis-a-vis les deux méthodes (spot et
disque) et Ceramium virgatum (méthode des disques) avec des zone d’inhibition de 15,3,

14 et 12,66 mm respectivement.

Aucune zone d’inhibition n’est observée pour 1’extrait aqueux d’extraction classique
contrairement aux résultats de Plaza et al., (2009) qui montrent que les extrait aqueux
obtenus avec la PLE ont un effet inhibiteur vis-a-vis Candida albicans ,cette différences de

résultats peut étre due au quantité de solvant utiliser ,la durée et la température d’extraction .

Le diamétre des zones d’inhibition des extrait des algues vertes Ulva lactuca et Ulva
intestinalis sont inferieur aux diameétres de zones d’inhibition de Ulva lactuca et Ulva

reticulata présenté par kolanjinathan et stella (2011) vis-a-vis candida Albicans.

Les extraits éthanoliques des algues brunes d’extraction classique ont un effet
antimicrobienne supérieur aux reésultats de Santoyo et al., (2009) qui ont montrer que
I’extrait éthanoliques de Haematococcus pluvialis obtenu par PLE ont une zone d’inhibition

de 5,2+0,6mm vis-a-vis Candida albicans.

Plaza et al., (2009) ont rapporté que ’extrait éthanolique d’algue brune Himanthalia
elongataa une zone d’inhibition de 8,5 mm vis-a-vis Candida albicans nos résultats sont
supérieurs avec les extraits éthanolique des algues burnes Cystoseira mediterranea, Padina

pavonica et Halopteris scoparia.

-
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Figure 18 : photographies de quelques zones d’inhibitions

A : I’extrait méthanolique de Ceramium virgatum vis-a-vis Candida Albicans (spot)
B : ’extrait méthanolique d’Ulva lactuca vis-a-vis Candida Albicans

C: I’extrait éthanolique de Cystoseira mediterranea vis-a-vis E. coli

D : I’extrait méthanolique d’Ulva lactuca vis-a-vis Candida Albicans

E : ’extrait éthanolique de Cystoseira mediterranea vis-a-vis E. coli

F : I’extrait éthanolique de Halopteris scoparia vis-a-vis SARM

H : I’extrait éthanolique de Halopteris scoparia vis-a-vis SARM

| : ’extrait éthanolique de Halopteris scoparia vis-a-vis Candida Albicans

G : I’extrait méthanolique de Halopteris scoparia vis-a-vis E. coli

I11.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et
bactéricides (CMB)
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Les concentrations minimales inhibitrices des différents extraits des six espéces
d’algues ont été déterminé en utilisant la méthode de microdillution sur bouillons Mueller
Hinton, celle-ci permet un contact direct de 1’extrait avec la souche cible améliorant ainsi sa

diffusion. Les résultats obtenus sont représenté dans les tableaux 111 a VII.

Nous pouvons noter que les CMI les plus faibles sont enregistré pour les extraits
éthanolique des algues vertes Ulva lactuca et Ulva intestinalis vis-a-vis SARM qui est de
0,5mg/ml et 2,5mg/ml respectivement; les CMI les plus élevées sont obtenus avec les extraits
¢thanoliques d’Ulva intestinalis vis-a-vis E. Coli et Candida Albicans100mg/ml, ainsi
qu’avec Ceramium virgatum, Padina pavonica et Ulva lactuca envers les 3 souches SARM, E.

coli et candida albicans (80mg/ml).

Les CMI des extraits aqueux des espéces d’algues Padina pavonica et Cystoseira
mediterranea enregistrées sont de 100mg/ml vis-a-vis SARM et E. coli, les plus faibles valeurs
sont obtenus avec Cystoseira mediterranea et Ulva intestinalis avec une concentration de

20mg/ml énerves candida albicans.

Pour la CMI des extraits méthanolique nous avons comme résultat 200mg/ml pour
deux especes d’algue Ceramium virgatum et Ulva lactuca vis-a-vis Candida albicans et
Cystoceira mediterranea envers SARM ; la CMI la plus faible est enregistrée avec Ulva
intestinalis Smg/ml a I’égard de SARM.

Tableau I11 : Concentrations minimal inhibitrice des différents extraits d’extraction classique
vis-a-vis SARM

SARM Ethanol Méthanol Eau
Padina pavonica 20mg/ml / 60mg/ml
Ceramium virgatum 80mg/ml 100mg/mi /
Cystoseira mediterranea / / 100mg/ml
Ulva lactuca 0.5mg/ml 100mg/mi /
Ulva intestinalis 2.5mg/ml 5mg/ml 40mg/ml
Halopteris scoparia 60mg/ml / /

Tableau 1V : Concentrations minimal inhibitrice des différents extraits d’extraction classique

vis-a-vis E.oli

-
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E. coli

Padina pavonica
Ceramium virgatum
Ulva lactuca

Ulva intestinalis

Ethanol

Méthanol Eau
80mg/ml / 100mg/ml
40mg/ml 20mg/ml /
40mg/mi 60mg/ml /
100mg/ml 80mg/ml /

Tableau V : Concentrations minimal inhibitrice des différents extraits d’extraction classique

vis-a-vis candida albicans

Candida albicans
Padina pavonica
Ceramium virgatum
Cystoseira mediterranea
Ulva lactuca

Ulva intestinalis

Ethanol

Méthanol Eau
80mg/ml / 60mg/ml
80mg/ml 100mg/mi /
/ / 20mg/ml
80mg/ml 100mg/mi /
100mg/ml 40mg/ml 20mg/ml

Les résultats de la CMI obtenus par la PLE sont représentés dans les tableaux V1I

et VIII. On peut noter que les CMI les plus faibles sont enregistrées pour 1’extrait éthanolique

de Padina pavonica vis-a-vis d’E.coli (2,5 mg/ml) et I’extrait éthanolique de Ceramium

virgatum envers SARM (2,5mg/ml), les CMI les plus élevés sont obtenus pour les extraits

aqueux de Ceramium virgatum envers E. coli (20 mg/ml).
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TableauVI: Concentrations minimal inhibitrice des différents extraits de la PLE vis-a-vis
d’E. coli

E.coli L’espéce d’algue Concentration
Ceramium virgatum 7,5mg/ml
Ulva intestinalis 5mg/ml
Extraits éthanoliques Padina pavonica 2,5mg/ml
Halopteris scoparia 5mg/ml
Cystoseira mediterranea /
Extraits aqueux Ceramium virgatum 20mg/ml

Tableau VII : Concentrations minimal inhibitrice des différents extraits de la PLE vis-a-vis
de SARM

SARM L’espéce d’algue Concentration
Ceramium virgatum 2.5mg/ml
Ulva intestinalis /
Padina pavonica 5mg/ml
Extraits éthanoliques : :
Halopteris scoparia 7.5mg/ml
Cystoseira mediterranea /
Ceramium virgatum Négatif
Extraits Aqueux Halopteris scoparia /
Padina pavonica /
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Nous avons enregistré une méme CMI (2,5 mg/ml) vis-a-vis SARM pour I’extrait
éthanolique de Ulva intestinalis obtenus par extraction classique et 1’extrait de Ceramium
virgatum obtenus par la PLE ; les CMI des extraits aqueux de la PLE sont inferieur a la CMI

des extraits aqueux d’extraction simple envers SARM et E. coli.

Santoyo et al. (2009) ont déterminé les différentes concentrations minimales
inhibitrices de 1’extrait d’algue Haematococcus pluvialis obtenus par la méme méthode
d’extraction (PLE), et en utilisant la méme méthode de microdillution sur bouillon Mueller
Hinton, et vis-a-vis de E. coli et S.aureus, les CMI de I’extrait éthanolique est de 2.5mg/ml
envers E-coli et S.aureus ceci s’accorde avec les résultats de 1’effet inhibiteur de Padina
pavonica vis-a-vis de E.coli et de I’extrait éthanolique de Ceramium virgatum vis-a-vis de
SARM.

Selon 1’étude de Plaza et ., al (2010) les CMI de I’extrait éthanolique et aqueux de
Himanthalia elongata vis-a-vis de SARM, E. coli et candida albicans sont inferieurs a celles
que nous avons obtenus pour les mémes solvants et les deux méthodes d’extraction vis-a-vis
les mémes especes microbienne.la différance dans les résultats peut étre liee aux conditions et

a la méthode d’extraction.

La CMB des différents extraits d’algues étudier vis-a-vis SARM, E. coli et candida

albicans posséde un effet bactériostatique.
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Figure 19: photographies des résultats de la CMI sur microplaques
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Nous n’avons pas trouvé de corrélation entre le taux de composés phénoliques et
I’activité antimicrobienne, en effet ce n’est pas les extraits les plus riches en composés
phénoliques a savoir les extraits de PLE qui possedent une activité antimicrobienne la plus
¢élevée, contrairement au extraits obtenus par 1’extraction classique qui sont moins riche en
composes phénoliques mais possedent une grande activité antimicrobienne, on en conclu donc
que cette activité n’est pas due aux composés phénoliques seulement, elle peut étre due

également au caroténoides notamment la fucoxanthine donc les algues sont riches .
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Conclusion

Dans la présente étude nous nous sommes intéressés a 1’étude comparative de I’activité
antimicrobienne des extraits d’algues marines a savoir Cystoseira mediterranea, Padina
pavonica, Halopteris scoparia, Ulva intestinalis et Ulva lactuca, obtenus par extraction
fluides pressurisés et par extraction classique vis-a-vis de bactéries Gram positif, Gram

négatif et d’une levure.

Les résultats des taux d’extraction des espéces ¢étudiée sont montrés que 1’extraction
classique a permis d’obtenir le taux le plus élevé avec 14,81% et cela pour I’algue brune

Padina pavonica.

Concernant 1’é¢tude comparative entre les deux méthodes d’extraction nous avons
trouvé que les meilleures teneures en composés phénoliques ont été enregistré par les extraits
de fluides pressurisées, les deux algues brunes (Padina pavonica et Halopteris scoparia) se
sont distinguées par des taux relativement élevés (42,97 et 29,79 mg EAG/g d’extrait)
respectivement.

L’évaluation de 1’effet antimicrobien montre que les extraits obtenus par extraction
classique sont plus actifs que les extrait obtenus par PLE, et que cette activité est plus élevée
vis a vis de la bactérie Gram positif. Les meilleures zones d’inhibition ont €té obtenues par les
extraits 1’algue brune Halopteris scoparia vis-a-vis de toutes les souches testées. La CMI la
plus faible (0.5 mg/ml) a été enregistrée par ’extraction classique pour I’extrait éthanolique

d’Ulva lactuca vis-a-vis de SARM.

Les résultats de la présente étude donnent un apercu générale sur le potentiel
antimicrobiennes de quelques extrait d’algue marine obtenue par deux différance type
d’extraction a savoir, I’extraction par fluide pressurées et 1’extraction classique. Nos

perspectives de recherche a venir s’axeront sur :

» Extraction par autres méthodes ;
» Recherche d’autres activités des extraits d’algue d’extraction par fluides

pressurises ;
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Procéder a une separation de ces composés, afin de les tester séparément et
identifier ceux, parmi eux qui sont actifs ;

Elargir la gamme des microorganismes cibles ;
Réaliser des tests de cytotoxicité pour, éventuellement, éviter les doses
toxiques en thérapeutique.

Réaliser des tests in vivo pour évaluer certaines activités thérapeutiques
(activités antidiabétique, anti-hypertensive, anti-inflammatoire, antitumorale,

etc).
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Annexes

Annexe | : Caracteres bactériologiques, biochimiques, et pouvoir pathogene des
souches bactériennes et fongique testées

SOUCHES Caracteres
morphologiques
Bacille, Gram (-),
Asporulé,
habituellement

mobile

Escherichia coli

<

Coque,Gram(+),
formant un amas,
immobile, non
sporulé, pigment
caroténoide

Levures de forme
variable rondes a
allongées.

Pseudomycélium

pigmentées.

Parfois présence de
vrai mycélium. Non

Caracteres
biochimiques
Lactose (+), glucose
(+), indol(+), H2S(-
),uréase (+)

Coagulasse (+),
DNAse (+), catalase
(-), mannitol(+),
uréase (+), nitrate
reductase(+)

Lactose (-)
Saccharose(-)
Glucose(+),
galactose (+),

maltose(+), uréase(-

).

Pouvoir pathogene = Références

Héte naturel du tube
digestif de I’homme,
a raison de
107100UFC/m de
selles, provoque des
Infections urinaires,
infections
abdominales,
infections
intestinales.
Provoque plusieurs
infections dont celle
de la peau, des
mugueuses, ainsi
que des septicémies,
et des toxi-infections

Hart et shears,
2006

Singleton et
sainsburry, 1984

alimentaires
Microorganisme Leyral et Joffin
commensal, ,1998

retrouvée dans la
flore normale du
tractus gastro-
intestinal et de la
peau. colonise aussi
la cavité buccale,
provoque des
candidoses.
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Absorbance a 760 nm

Annexe Il : Courbe d’étalonnage

0,700
/0 y=0,6376x+0,0192

2 _
0,600 R*=0,9963
0,500

& Sériel
0400 —— Linéaire (Série1)
0,300 — Linéaire (Sériel)

—— Linéaire (Série1)

0,200 / —— Linéaire (Série1)
0,100

QQ/O

0,000 T T T T T 1

0,4 0,6 0,8 1 1,2

i il il ’

Acide gallique (mg/ml

Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux



Annexes

Annexe 11 : Matériels et produits utilisés

1. Appareillage

Autoclave.

Bain-marie.

Balance de précision RADWAG.

Broyeur.

Centrifugeuse (NUVE NF 200).

Etuve BINDR WTB et Etuve de 37°C.

PH métreHANNA (Microprocessor PH metre.

Plaque agitatrice VELP.

Plaque chauffante agitatrice VELP.

Spectrophotometre WPA Light Wave II.

Tamiseur RETCH.

Vortex.

2. Produits chimiques

Acide gallique(C7HgOs)

Carbonate de sodium(NazCOs)

Ethanol :(C2HsO) ,96%, MM=46.07g/mol, d=0.81(PROLABO).
Eau physiologique (9g NaCl dans un litre d’eau distillée).
Folin-Ciocalteu 2N

Méthanol : CH3OH ,99.9%, MM=32.04 g/mol, d=0.79(PROLABO)

Tween 20
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Annexe IV : Composition des milieux de culture utilisés

Bouillon Muller Hinton
Peptone acide caséine 17.50g
Infusion de viande beeuf 20g
Amidon 1.5¢

Ph7.4-0.2

Bouillon nutritif

Peptone 10g Extrait de viande 5 g
Chlorure de sodium 5g
Ph7.2

Gélose Chapman

Extrait de viande 1 g
Peptone 10g

Chlorure de sodium 5¢g
Mannitol 10g

Rouge de phénol 259

Ph7.4

Gélose EMB

Peptone 10 g

Lactose 10g

Eosine 0.4¢

Bleu de méthylene 0.0625g
Hydrogeénophosphate de potassium 2g
Agar 15¢

Ph 8

(Guiraud, 1998)
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Gelose Mueller Hinton
Extrait de viande 29
Hydrolysat acide de caséine 17.5¢
Amidon 1.59

Agar 10g

Ph7.4

Gelose nutritif
Peptone 5g

Extrait de viande 3g
Agar 139

Ph 6.8 £0.2 a4 25°C
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Annexe V : activité antimicrobienne des extraits d’extraction classique vis-

a-vis SARM et E.coli
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Annexe VI : Les résultats de I’antibiogramme des extraits des six algues

» Résultats de 1’activité antimicrobienne par la méthode des spots.

Diamétre des zones d*inhibition en mm
solvants E. coli SARM Candida Albicans
Ethanol 14+1.52 162,08 00,00
Ulva intestinalis
Méthanol 8,661,858 110,57 00,00
Eau 00,00 00,00 00,00
Ulva lactuca Ethanol 121,52 13,33£1,20 00,00
Méthanol 10.66+0,33 10,33+£0.33 12.33+0,66
Padina pavonica Ethanol 5+0,57 18+1,15 00,00
Méthanol 10,33+0,33 13,330,588 11.33+0,33
Eau 00,00 040,00 00,00
Cystoseira Ethanol 15.66+0,33 20,330 88 00,00
mediterranea
Méthanol 820,57 18,3320,33 8,66+0,33
Eau 00,00 00,00 00,00
Halopteris Ethanol 17.33£1,20 210,57 10+0,57
scoparia
Méthanol 14+0.57 15,33+0.33 15.33+0,33
Ceramium Ethanol 15,33+0,88 140,57 13,66+0,88
virgatum
Meéthanol 9,331,606 12,33+1.33 10£1.15
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» Résultats de 1’activité antimicrobienne par la méthode des disques.

Diameétre des zones d’inhibition en mm

solvants E. coli SARM Candida Albicans
Ethanol 6,66£1.20 12,33+0.88 11.33+£0,88
Ulva intestinalis
Méthanol 2.66+0,88 7.66+0.33 13+0,00
Eau 00,00 00,00 00,00
Ulva lactuca Ethanol 10,66+£0,88 8.60£1,20 10,33+0,33
Méthanol 5.33+0.66 6,66=1.20 11,33+0.33
Padina pavonica Ethanol 11,664+033 14,33+0,57 11,66+0,33
Méthanol B.66+0.33 8.33=0.88 T+1
Eau 00,00 00,00 00,00
Cystoseira Ethanol 11,33£2.51 15+0,33 12+0,57
mediterranea
Meéthanol 6,33+0,33 14,33+0,57 8,66+0.57
Eau 00,00 00,00 00,00
Halopteris Ethanol 11,33+0,33 15,33+0,33 13,66+0,88
scoparia
Méthanol 16,66+0,88 11,33+0.88 14+0,57
Ceramium Ethanol 6,6620.33 10,660 88 12,66+1,85
virgatum
Méthanol 440,57 8+0.33 9662033




Glossaire

Anti cancéreux : une substance ou une action destinée a combattre le cancer.

Antifungique : qui s’oppose au développement des champignons.

Anti inflammatoire : Substances chimiques ayant le pouvoir de réduire la réaction
inflammatoire de 1’organisme.

Bacteéricide : qui détruit les bactéries.

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

Cardiovasculaire : qui concerne le cceur et les vaisseaux .les maladies Cardiovasculaire.
Esters : composé résultant de 1’action d’un acide carboxylique sur un alcool ou phénol avec
¢limination d’eau .les esters sont utilisés comme solvants ou comme matiéres premieres dans
I’industrie des parfums et en pharmacie.

Glycosides : sont des molécules nées de la condensation d’un sucre et d'une substance non
glucidique. Ces deux éléments sont réunis par une liaison dite glycosidique dont le type
définit une classification du glycoside.

Imputrescible : qui ne peut pourrir, se putréfier.

Macération : préparation liquide qui requiert un trempage a froid plus ou mois long (de
quelques heures a plusieurs semaines) de certaines substances dans 1’eau, le vin, alcool,
I’huile.

Ophtalmique : anatomie des yeux.

Peroxydation : réaction chimique formant un peroxyde au sens vrai, c’est-a-dire une dérive

de I’eau oxygénée.



Résumé

L’objectif de ce présent travail est de mettre en évidence in vitro, les propriétés
antimicrobiennes de quelques extraits d’algues marines obtenus par deux différents types
d’extraction a savoir extraction classique solide liquide et extraction par fluides pressurisés.
Les teneurs les plus éleves en composés phenoliques sont obtenus par PLE pour les deux
algues brune a savoir Padina pavonica (42,97 mg Eq AG/g d’extrait) ; Halopteris scoparia
(29,79 mg Eq AG/g d’extrait).L’activité antimicrobienne des extraits d’algues montre que la
plus part des souches testées sont plus sensible aux extraits obtenus par extraction classique.
Une activité antimicrobienne importante est noté pour 1’algue brune Halopteris scoparia qui
est active a 1’égard de toutes les souches testées avec un diametre de 21 mm vis-a-vis SARM.
les six algues étudiés possedent un effet bactériostatique vis-a-vis de toutes les souches testés.

Mots-clés : Activité antimicrobienne, algues marines, composes phénoliques, extraction

classique, PLE

Abstract

The aim of the present work is to demonstrate,the in vitro antimicrobial properties of
some seaweed extracts obtained by two different extraction methods namely conventional
liquid solid extraction and pressurized liquidextraction (PLE).The highest levels of phenolic
compounds are obtained by PLE for both brown algae Padina pavonica (42.97 mg GAE /g of
extract) and Halopteris scoparia ( 29.79 mg GAE/g extract). The antimicrobial activity tests of
algae extracts shows that most of the tested strains are more sensitive to the conventional
extracts. A significant antimicrobial activity is noted for the brown algae Halopteris scoparia
that is active against all strains tested with a diameter of 21 mm for MRSA.the six algae

studied are a bacteriostatic effect against all tested strains.

Key-words: antimicrobial activity, seaweeds, phenolic compounds, conventional extraction,
PLE



