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RESUME

Ce travail porte essentiellement sur 1’effet de la variation saisonniére de [D’activité
antibactérienne et le pouvoir antioxydant des extraits de 1’algue verte Caulerpa racemosa
var.cylindrcea.

Cette espéce a été récoltée sur la cote de Mostaganem au niveau des plages de Salamandre,
Sablette et Stidia entre décembre-février (hiver) et mars - mai 2017 (printemps). Quatre
solvants ont été utilisés pour I’extraction au soxhlet: méthanol, hexane, chloroforme et
I’acétone. Un screening phytochimique et une évaluation de 1’activité antioxydante et
antibactérienne ont été réalises.

Le rendement de I’extrait brut de I’échantillon au cours des deux saisons a montré que les
valeurs les plus élevées sont celles obtenues pour I’extrait méthanolique (19,22 % et 8,82 %
pour la saison printemps et hiver, respectivement) ; par contre, I’extrait de ’hexane n’a atteint
que 1,69 % et 0,27%pendant la saison de printemps et d’hiver.

Ce sont les extraits « printaniers » de I’algue qui ont démontré la meilleure activité
antibactérienne sur la souche Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus
aureus et ce pour toutes concentrations testées (100 mg/ml, 200mg/ml et
500mg/ml).Toutefois, cette activité reste inférieure a celle exercé par les antibiotiques
cephazoline, gentamicine et chloramphénicol. Ces extraits n’ont cependant eu aucun effet
inhibiteur vis-a-vis d’Escherichia coli, Enterococcus faecalis et Proteus mirabilis.

Le screening phytochimique révele la présence des polyphénols dont les flavonoides dans
tous les extraits surtout dans ceux de la Caulerpe collectées durant I’hiver. L’extrait
chloroformique s’est révélé le plus riche en métabolites (polyphénols, alcaloides, saponines,
stérols, acides aminés et sucres réducteurs).La meilleure capacité de piégeage du radicale libre
DPPH est celle de I’extrait de chloroforme (IC50 de 5,22 mg/ml et 1,98 mg/ml pour la saison
hiver et printemps, respectivement). Par contre, 1’extrait méthanolique de la saison printaniere
posséde le pouvoir de piégeage du DPPH le plus faible (IC 50 de 14,64 mg/ml et 42,06 mg/ml
durant la saison hivernale et printaniere, respectivement).Enfin, Caulerpa racemosa collectée
sur la cote de Mostaganem, est une algue potentiellement intéressante pour son activité

antibactérienne et surtout antioxydante.

Mots clés : Caulerpa racemosa, activité antibacérienne, activité antioxydante, DPPH,

screening phytochimique.



ABSTRACT

This work focuses on the seasonal variation of antibacterial and antioxidant activity of the
green alga Caulerpa racemosa var. cylindrcea extracts.

This species was harvested on the Mostaganem coast at the beaches of Salamandre, Sablette
and Stidia between December-February (winter) and March-May 2017 (spring).Four solvents
were used for soxhlet extraction: methanol, hexane, chloroform and acetone.Phytochemical
screening and evaluation of antioxidant and antibacterial activities were carried out.

The yield of the crude extract during the two seasons showed that the highest values are those
obtained for the methanol extract (19.22% and 8.82% for the spring and winter season,
respectively). On the other hand,the hexane extract reached only 1.69% and 0.27% during the
spring and winter season.

It is the "spring" extracts of the alga that have demonstrated the best antibacterial activity on
the strain Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa et staphylococcus aureus and this for the
all testedconcentrations (100 mg/ml, 200mg/ml et 500mg/ml).However, this activity remains
lower than that exerted by antibiotics Cefazolin, gentamicinand chloramphenicol.
Neverthless, these extracts had no inhibitory effect against Escherichia coli,Enterococcus
faecalis & Proteus mirabilis.

Phytochemical screening revealed the presence of polyphenols, including flavonoids, in all
extracts, especially those of Caulerpa collected during the winter. The chloroform extract was
the richest one in metabolites (polyphenols, alkaloids, saponins, sterols, amino acids and
reducing sugars). The best antioxydant capacity against the free radical DPPH is that of the
chloroform extract (IC50 of 5.22 mg / ml and 1.98 mg / ml for the winter and spring season,
respectively) .On the other hand, the methanolic extract of the spring season has the lowest
DPPH radicaltrapping ability (IC50 of 14.64 mg / ml and 42.06 mg / ml during the winter and
spring season, respectively).

Finally, Caulerpa racemosa collected on the Mostaganem coast is an potentially interesting
alga for its antibacterial and especially antioxidant activity.

Key words: Caulerpa racemosa, Antibacterial activity, Antioxidant activity, DPPH,

Phytochemical screening.



LISTE DES ABREVIATIONS

ATCC: American Type Culture Collection
D.M.S.O : Diméthylsulfoxyde

°C: Degré Celsius

DO : Densité optique

DPPH- : 2,2-Diphényl-2-picrylhydrazyl
g: Gramme

h: Heure

IC50 : Concentration inhibitrice a 50 %
mg: Milligramme

ml: Millilitre

mm : Millimétre

nm : Nanométre

UFC : Unité Formant Colonie

Mg : Microgramme

pl = Microlitre



Figure 01 :
Figure 02 :
Figure 03 :
Figure 04 :
Figure 05 :
Figure 06 :

Figure 07 :

LISTE DES FIGURES

Localisation géographique de Caulerpa racemosa sur le littoral algérien
Morphologie de Caulerpa racemosa... .........coo e vee cee e iee cee e e e e
thalle frais de Caulerpa racemosa...............ccoovveiiiiiiiiiiiiiieeen e,
thalle sec de Caulerpa racemosSa. ..........ovvvveriiriiiiiieiieiieieeeienee,
Localisation géographigue de Caulerpa racemosa de notre zone d’étude
Mécanisme d'action d'un antioxydant....................coooii

Rendement de différents extraits de Caulerpa racemosa.......................

Figure 08: Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des

concentrations des différents extraits de Caulerpa racemosa sur Bacillus cereus

Figure 09 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des

concentrations des différents extraits sur Pseudomonas aeruginosa....................

Figure 10: Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des

concentrations des extraits testés sur Staphylococcus aureus...............ccceeceee e

Figure 11

: Distribution des diameétres des zones d’inhibition en fonction des

antibiotiques testés sur BacCilluS CEreUS ...........ooiieiriiiiiiii e

Figure 12 :

Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des

antibiotiques testés sur Escherichia Coli.............cooo ot e e e

Figure 13

: Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des

antibiotiques testés sur Pseudomonas aeruginoSa... ... ... ... o vee cevvee cenve ven e cen e e e

Figure 14 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des

antibiotiques testés sur Proteus mirabilis.................ooooiiiiiiii

Figure 15: Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des

antibiotiques testés sur StaphyloCOCCUS QUIBUS... ......... oot iee vt e et e et e et e e e,

Figure 16

: Les IC50 des différents extraits de Caulerpa racemosa................c.........

Page

16
16
17
24

25

27

28

29

30

30

31

32

32
34



Tableau 01 :
Tableau 02 :
Tableau 03 :
Tableau 04 :
Tableau 05 :
Tableau 06:

LISTE DES TABLEAUX

Situation géographique des différentes stations d’étude
souches utilisées dans le test antibactérien

Liste des antibiotiques testés sur les bactéries

Aspect, couleur des différents extraits de Caulepa racemosa
tableau représentant la coloration de Gram et test de catalase.

Résultat du screening phytochimique sur les différents extraits de

Caulerpa rasemosa.

page

17
19
21
26
26

33



INTRODUCTION



Introduction

INTRODUCTION

Les algues occupent une place importante dans le milieu marin avec plus de 1200
especes appartenant a tous les niveaux évolutifs, ces algues regorgent un énorme réservoir de
molécules naturelles potentiellement actives (Rajeev et Xu, 2004 ; Blunt et al., 2009). Des
¢tudes ont permis d’isoler et d’identifier un trés grand nombre de molécules nouvelles de
grande originalité structurale utilisés dans plusieurs domaines tels que 1’agroalimentaire et la
pharmacologie (Naigai et Kimoto, 2003; Li et al., 2007; Matanjun et al., 2008) et dont
beaucoup d’entre elles ont une activité biologique intéressante.

Beaucoup d'algues possédent des composes bioactifs qui inhibent lacroissance de

certaines bactéries pathogénes Gram positif et Gram négatif (Siddhanata et al., 1991) tels
que les stérols, les caroténoides terpénoides, les vitamines, les acides gras, les acides aminés,
les antioxydants comme les polyphénols, des alcaloides, des polysaccharides tels que I'agar-
agar, carraghénanes, les protéoglycanes et I'alginate (Paniagua Michel, 2009).
Etant donné le large éventail d’activités associées aux algues marines particuliérement
antimicrobiennes et antioxydantes leur conférant une valeur appréciée en pharmacie et en
médecine et face a I’apparition de formes résistantes de plusieurs bactéries a certains
antibiotiques, la recherche de nouvelles molécules actives est devenue une nécessité. Ainsi,
I’exploration du milieu marin et notamment celui du littoral algérien dans ce sens pourrait étre
d’un grand intérét.

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de recherche dont 1’objectif est d’étudier
la variation saisonniere hiver-printemps de I’activité antibactérienne et antioxydante de
I’algue verte invasive Caulerpa racemosa récoltée sur la cbte ouest algérienne.

Notre objectif est de comparer d’une part, I’effet de différents solvants a polarité
différentes sur D’extraction de métabolites secondaires et ce a travers un screening
phytochimique et une évaluation de I’activité antira dicalaire de chaque extrait pour chaque
saison. D’autre part, nous nous sommes intéressées a comparer le potentiel antibactérien de

chaque extrait et pour chaque saison (hiver-printemps) sur des souches pathogénes.
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1. Généralités sur les algues

1.1. Définition
Les algues sont des organismes autotrophes de structure simples, conventionnellement
définies comme des végétaux peuplant le milieu aquatique, les lieux humides et de nombreux
milieux terrestres (Ces organismes sont, contrairement aux plantes aquatiques, dépourvus de
véritables feuilles, tiges et racines). Leur appareil végeétatif relativement simple est appelé
« thalle » (Rivard-Sirois, 2005).
Les algues présentent aussi une grande diversité morphologique basée sur plusieurs niveaux
d’organisation (unicellulaire et pluricellulaire) qui se manifeste au niveau de la taille : de 1 a
100 microns pour les cellules du phytoplancton a plusieurs meétres pour certaines macro-
algues (Person, 2011).
Les algues marines constituent un énorme réservoir de molécules naturelles potentiellement
actives (Rajeev et Xu., 2004 ; Blunt et al., 2009),

1.2.Les grands groupes des algues
Les algues marines sont classées en trois grands groupes, selon leur pigmentation: les

chlorophycées,les rhodophyceées et les phéophycées (Mohamed et al.,2012).

1.2.1. Les algues vertes:

Les algues vertes sont aussi appelées chlorophycées. Elles désignent un groupe
d'organismes variés comprenant au moins 17 000 espéces. Ces algues sont apparues il y a
environ 1,3 milliard d'années. Elles jouent un réle important dans 1’oxygénation des eaux et
des océans. Les principaux pigments photosynthétiques présents dans les algues vertes sont

les chlorophylles a et b (Perez, 1997).

1.2.2. Les algues brunes :

Les algues brunes sont également appelées phéophyceées. Cette génération d'algues est
la derniere a étre apparue il y a environ un milliard d'annees.
Il existe aujourd'hui pres de 1500 especes d'algues brunes presque entierement marines. Elles
représentent les algues les plus abondantes des mers tempérées et froides. Les algues brunes

contiennent principalement les chlorophylles a et ¢ (Gillaume, 2010).
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1.2.3. Les algues rouges

Les algues rouges sont aussi appelées rhodophycées. Il existe 4000 a 6000 espéces réparties
dans environ 680 genres. Ces algues rouges sont apparues il y a environ deux milliard
d'années. Cette classe d'algues forment un grand groupe d'algues pour laplupart marines et
particulierement abondantes dans les eaux tropicales et chaudes. Cependant, on en trouve
parfois dans les régions froides du globe terrestre (Ltning, 1990).

Elles possédent des pigments photosynthétiques accessoires : phycoérythrine, phycocyanine
et allophycocyanine (Raven et al., 2011).Ellessont dépourvues de flagelles et
centrioles(Woelkerling, 1990).

1.3. Applications des algues marines
Il existe plusieurs domaines économiques qui font appel a des algues ou a desphycocolloides.
Elles présentent actuellement une source nutritionnelle et un produit a valeurmontante, surtout
en Asie ou elles sont utilisées directement comme aliments, ou indirectementsurtout par
I’industrie de phycocolloides (agars et alginates). Elles sont utilisées en agriculturecomme
engrais et fourrage, dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique, dans le textile, etdans
d’autres domaines (Chopin, 1997).
En raison des propriétés multiples de leurs éléments, les algues ont été et sont encore utilisées
a de nombreuses fins :

1.3.1. Enindustrie pharmaceutique
Il existe une diversité de molécules d’intérét pharmaceutique issues des macro-algues bien
plus importante.
Les alginates sont largement utilisés dans 1’industrie pharmaceutique en raison de leur
capacitéde chélation et de leur capacité a former une solution trés visqueuse. On les retrouve
dans lespates pour empreintes dentaires,comme antiacides pour les brdlures d’estomac ou les
reflux gastriques.
Les carraghénanes présentent, quant a eux, plusieurs possibilités d'utilisation comme produits
pharmaceutiques en tant qu’anti tumoraux,antiviraux, anticoagulants, et méme des activités

d’immunomodulationsont actuellement explorées (Person, 2011).

1.3.2. En Agriculture
Les macro-algues sont utilisées comme engrais dans le monde entier au niveau des régions

cotieres.
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Leur teneur en minéraux permet d’améliorer la composition minérale des sols appauvris et
leurrichesse en colloides, d'accroitre la capacité de rétention d'eau des sols, de fixer les limons
et deréduire 1’érosion des terres arables (Person, 2011).

1.3.3. Dans le traitement des eaux usées
La technique dite de lagunage représente une alternative économique et efficace a des
systemes de traitement (les rejets des villes, de I’industrie, des fermes aquacoles, des
entreprises agricoles). La capacité des algues a absorber les nutriments issus d’élevages
piscicoles a été démontrée a partir de cultures d’algues en bassin (Cohen et Neori, 1991).
L’intérét de 1’utilisation des macroalgues pour le traitement des eaux usées en eau salée a été
démontré dés la fin des années 70 dans des mélanges d’eau usée et d’eau de mer (Guist et
Humm, 1976).

1.3.4. En cosmétique
L extrait d’algue est souvent trouveé sur la liste des ingrédients des emballages cosmétiques,en
particulier dans les cremes et lotions du visage ou des mains. En thalassothérapie, les pates de
macro-algues, préparés par broyage-froid ou sous forme de gel, sont appliqués sur le corps de
la personne qui sera aprés exposée au rayonnement infrarouge.
Il semble y avoir une multitude de produits avec des ingrédients a base de macro-algue :
cremes, masques, shampoings, gels de corps (Chouikhi, 2013).

2. Présentation de I’espece Caulerpa racemosa

2.1. Description botanique

Caulerpa racemosa var. cylindracea est une Chlorobionte (« algue verte ») marine de
couleur verte, reconnaissable par ses axes rampants (stolons) avec des rhizoides et des frondes
dressés portant des ramules en forme devésicules, sa taille peut atteindre entre 1 et 11 cm. Elle

a une reproduction sexuée et végétative(klein,2007).

2.2. Localisation

Caulerpa racemosa Forsskal J. Agardh est une espéce introduite originaire du Sud-
Ouest de I’Australie (Verlaque et al., 2003), et a étéobservée pour la premiere fois en
Méditerranée en 1990 devant le port de Tripoli en Libye (Nizamuddin, 1991). La présence de
cette algue envahissante a été enregistrée devant les cbtes de 14 pays Méditerranéens
(Albanie, Algérie, Chypre, Croatie, Espagne, France, Grece, Italie, Libye, Malte, Monténégro,

Tunisie, Monaco et Turquie.Elle est observée pour la premiére fois en Corse en octobre 2002,
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au large de Bastia puis dans le golfe de Sant’Amanza, avec par la suite une vitesse
d’expansion extrémement rapide (Garrido-Maestracci, 2008).

En Algerie, ’espéce a été signalée pour la premiére fois en 2006 devant le Port d’Alger (Ould
Ahmed et Meinesz, 2007). Elle présente des particularités qui la rendent treés compétitivevis-
a-vis des peuplements indigenes. En effet, I’extréme rapidité de son expansion est attribuée a
la diversité et I’efficacité de cesmodes de reproduction, ainsi qu’a la synthése de métabolites
secondaires toxiques pour sedéfendre des espéces herbivores (Klein et Verlaque, 2008).
2.2.1. Distribution de Caulerpa racemosa sur le littoral algérien

La présence de I'algue invasive Caulerpa racemosa dans une localitééloignée des autreszones
décrites en Méditerranée en 2006 (Ould Ahmed et Meneisz, 2007) renforce I'nypothése de la
dissémination anthropique de cette algue en Méditerranée (Verlaque et al., 2000, 2003, 2004
; Piazzi et al,. 2005). Elle a été signalée également dans plusieurslocalités de la région d'Alger
(figure 01) entre les années 2006 et 2009. De nos jours, elle a été identifiée dans neuf zones
de la cbte algéroise et dans deux autres a Mostaganem, sur la c6te ouest algérienne.

L'algue a été identifiée pour la premiére fois a Bou-Ismail en 2006 (Ould Ahmed et Meneisz,
2007). D'autres travaux ont permis de mentionner sa présence a Bordj El Kiffan a I'est d'Alger
(Seridi, 2007) et dans différentes zones du littoral d'Alger (Lamouti et al., 2011).

Sur la cote ouest algérienne, BOUIADJRA et ses collaborateurs déterminerent la présence de
plusieurs peuplements dans le golfe d'Arzew a Stidia et & proximité du port de Salamandre a
I'Ouest de Mostaganem (Bouidjraet al., 2010-a, 2010-b).

™
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Figure 01 : Localisation géographique de Caulerpa racemosa sur le littoral algérien
(Bachir Bouidjra et al. (2010-a, 2010-b) ; Lamouti et al. (2011).
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2.3. Habitat

Caulerpa racemosa se développe sur des substrats durs, sablo-vaseux, elle colonise de

larges surfaces sur tous les substrats, de la surface a 40 m de profondeur, a 1’exception des

herbiers denses de Posidonia oceanica. Dans la rade sud, elle domine largement les

communautés macrophytiques sur matte morte de P. oceanica et sur le Détritique Cétier.

Elle peut étre observée entre 2 et 60 m de profondeur, avec une formation de

peuplements denses et continus. Elle est constituée d’un axe rampant (stolons), de rhizoideset

de frondes caractérisées par de petites protubérances arrondies: ramules (FigureOl1). Leur

longueur moyenne présente une forte plasticité en fonction de la lumiere (klein, 2007).

Frondes

2cm

Rhizoides

Figure 02 : Morphologie de Caulerpa racemosa var. cylindracea(Klein & Verlaque ,2008).

2. 4. Position systématique

L’espéce Caulerpa racemosa est classée d’apres Forsskal J. Agardh (1875) comme suit :

Régne
Phylum
Classe
Ordre
Famille
Genre
Espéce

Variété

Plante

Chlorophyta
Ulvophyceae
Bryopsidales
Caulerpaceae
Caulerpa

Caulerpa racemosa

Caulerpa racemosa var.cylindracea
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2.5. Reproduction

La reproduction du genre Caulerpa racemosa peut s’exprimer sous deux modes : un
sexué et un végetatif. C’est cette derniére stratégie qu’adopte la souche de Caulerpa racemosa
par fragmentation et bouturage ou par dissémination de ramules transformés en propagules
qui peuvent se détacher facilement de I'axe et régénérer un thalle complet (Véronique, 2017)
Cette algue est également capable de se reproduire sexuellement ; cette reproduction est
holocarpique, conduisant a la lyse entiére du thalle en gameétes libérés simultanément mais
provoquant également la mort de I’individu. Les individus sont monoiques, mais déeveloppe
cette fois les deux types de gametes, males et femelles. Ceci permet la formation de zygote
par fusion des gametes qui se fixent et produisent aprés cing semaines un tube qui s'allongera

pour se developper en un nouvel individu (Piazzi et al., 2005).
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1. Présentation des espéces étudiées

1.1. Bacillus cereus
% Caractéristique
Bacillus cereus est une bactérie Gram positif, anaérobies facultatives. Ce sont des
batonnets, d’environ 4 um de long et 1 um de large, possédant une ciliature péri triche
(Guinebretiere et al., 2008), capable de former des endospores et de s'adapter a une large
gamme de conditions environnementales. Elle est largement distribuée dans la nature et se
trouve couramment dans le sol comme un organisme saprophyte (Vilain, 2006).
% Le pouvoir pathogene
Bacillus cereus est un pathogéne humain opportuniste et est parfois associé a des
infections systématiques et locales, responsable de toxi-infections alimentaires caractérisées
par des symptomes diarrhéiques et d’intoxications se traduisant par des symptomes émétiques

provoquant des maladies parodontales (Hoffmaster, 2006).

1.2. Escherichia coli

0,

% Caractéristique
Escherichia coli (colibacille) a coloration de Gram négative qui appartient a la
famille des Enterobacteriaceae , en forme de batonnet, mobile qui peut se déplacer au moyen
de flagelles péritriches ou étre non mobile . Ces bactéries sont capables de fermenter le
lactose et de produire de I'indole. Elles font parties de la flore commensale de I’homme et des
animaux a sang chaud
% Le pouvoir pathogene
Cette bactérie présente la caractéristique unique d’étre a la fois un germe
commensale de la flore intestinale et le premier germe pathogene responsable d’infection
communautaire.
Escherichia coli est impliqué dans deux grands types d’infection : les infections intestinales et
les infections extra intestinales qui comprennent 1’infection urinaire et I’infection néonatale.
1.3. Enterococcus faecalis
% Caractéristique
Sont des coques Gram positif, anaérobies facultatifs, catalase-négatifs, se présentant
de maniere isolée, en paires ou en courtes chaines.
E. faecalis font partie de la flore normale du tractus gastro-intestinal, des voies génitales

féminines, et de la cavité orale
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% Le pouvoir pathogéne
E. faecalis peut causer des endocardites, ainsi que des infections de la vessie, de
la prostate ou de I'épididyme. Les infections du systtme nerveux sont plus rares. E.
faecalis est résistant & de nombreux agents antibiotiques (Berche, 1988).
1.4. Pseudomonas aeruginosa
% Caractéristique
Pseudomonas aeruginosa est un bacille pyocyanique « bacille du pus bleu» a
coloration de Gram négatif. Les souches de cette espéce sont constituées de bacilles de 0,5 a
0,8 um de diamétre sur 1,5 a 3,0 um de longueur, se présentant de maniére isolée ou groupée
par deux ou en courtes chaines, mobiles grace a une ciliature monotriche (Euzeby, 2005).
Elle est aérobie stricte, oxydase positif, et naturellement trés résistante aux antibiotiques.
Ces bactéries sont opportunistes vivant normalement a 1’état saprophyte dans 1’eau, les sols
humides et les végétaux, mais qui peut également vivre a 1’état commensale sur la peau ou a
I’intérieur du systéme digestif de divers animaux (Sabin, 2006).
%+ Le pouvoir pathogene
P.aeruginosa est un pathogéne opportuniste responsable d’infections survenant chez
des patients fragilisés.
C’est une bactérie opportuniste des circonstances cliniques favorisantes conditionnant les
types d’infections : mucoviscidose (infection pulmonaires), brulure (septicémie), cancer et
leucémie (pneumonie), diabéte (otite) neurochirurgie (méningite). C’est le premier germe
responsable de pneumopathie nosocomiale (environ 20%) avec un important taux de
mortalité (Flandrois et al., 1997).
1.5. Proteus mirabilis
% Caractéristique
Proteus mirabilis sont des entérobactéries des bacilles a gram négatif polymorphe.
aéro-anaérobies, a métabolisme respiratoire et fermentaire, oxydase négative, nitrate réductase
positive (Berche, 1988).
Ces bactéries sont tres mobiles grace a des flagelles péritriches. Cette mobilité est visible
macroscopiquement.
Les proteus mirabilis sont des germes ubiquitaires largement répandus dans la nature,
retrouves dans les eaux, le sol, ils font parties de la flore commensale de I’intestin de I’homme

et de nombreux animaux (Berche, 1988).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Endocardite
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vessie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prostate
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89pididyme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_nerveux
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Le pouvoir pathogene :

Proteus mirabilis est une bactérie responsable de nombreuses infections chez
I’homme, elle est responsable d'environ 90% des infections nosocomiales, des infections des
voies respiratoires comme la sphere oto-rhino-laryngologique (ORL) et la septicémie

(Berche, 1988).
1.6. Staphylococcus aureus
% Caractéristique
C’est une bactérie a Gram positif de 0,5 a 1,0 um de diametre associé par paires, en
chainettes de 3 a 5 coques, ou en amas irrégulier, en grappe de raisins. Elle est une bactérie
immobile, non sporulée, anaérobie facultatif, oxydase négatif et catalase positif. On le trouve
sur la muqueuse nasale d’un tiers environ des sujets normaux. Eliminée dans le milieu
extérieur, cette bactérie peut survivre longtemps dans I’environnement. (Jouve, 1996)
% Le pouvoir pathogéne
Chez I’homme, S. aureus est responsable des infections localisées a la peau et des

mugqueuses. Elle s’accompagne trés souvent d’infection viscérale (Michel, 2005).
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Les métabolites secondaires
1. Définition

Dés la fin du 19éme siécle, le botaniste allemand Julius Von Sachs reconnait
I’existence de molécules produites en dehors des voies métaboliques strictement nécessaires a
la survie de la plante (Hartmann, 2007). Par la suite, ces composés sont nommeés «
métabolites secondaires », par opposition aux métabolites primaires que sont les protéines, les
glucides et les lipides. Ce sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes extrémement diversifiés, ces
métabolites secondaires existent sous la forme de plus de 200 000 structures chimiques,
pouvant étre classées en trois grandes catégories (Bruneton, 1993).

2. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont divisés principalement en trois grands groupes : les
composés phénoligues, les terpenes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés
grande diversité de composés qui possedent une tres large gamme d'activités en biologie
humaine (Ravenet al., 2000 ; Krief, 2003 ).

2.1. Les composées phénoliques

Les composés phéenoliques ou les polyphénols(PP) sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements phénoliques,
avec ou non d’autres fonctions et comportant au moins 9000 structures connues différentes
(Bahorun, 1997), allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que,
les acides phénoliques a des composés hautement polymérisés comme les tannins
(Akowauhetal., 2004). Ils font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale
(Martin et Andriantsitohaina, 2002).Ces corps jouent un role fondamental car ce sont des
éléments importants de la qualités sensorielle (couleur et caractéres organoleptiques)et
nutritionnelle des végétaux (Scalbert et al.,2005).

Les polyphénols sont doues d'activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement dues a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes
hydroxyles sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers
les microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement
proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999).

2.1.1. Les flavonoides
L’appellation « flavonoides » rassemble une trés large gamme de composés

polyphénoliques formés par un squelette de base a 15 atomes de carbones.
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Ces composés représentent le groupe de composés phénoliques le plus diversifié : plus

de 4000 flavonoides ont déja été identifiés Le terme « flavonoide » est dd & leur couleur jaune
(= flavus en latin) qu’ils engendrent. D’ailleurs, leurs fonctions principales chez les végétaux
semblent étre attribuées a leur coloration ; au-dela de la chlorophylle, des caroténoides et des
bétalaines(Akroum, 2011).
IIs ont une activité antibactérienne trés vaste et trés diversifiée. En effet, ils s’attaquent a un
grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon le microorganisme et
I’écosystéme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables d’inhiber la croissance de
différents types de bactéries : Staphylococcus aureus(Babayiet al., 2004), Escherichia
coli(Ulawonskaet al.,2006), Enterococcusfeacalis, Enterobactercloaceae,Proteus
mirabilis(Didrak, 1999 ).

2.1.2. Les tannins

Utilisés depuis 1I’Antiquité par I’lhomme pour le traitement des peaux des animaux, les
tannins ont une importance économique et écologique considérable et sont responsables de
I’astringence de nombreux fruits et légumes et des produits qui en sont dérivés (vin, thé,
biére...). En premicre approximation, les tannins sont considérés comme des formes
phénoliques condensées capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter. 1l est
classique de distinguer deux grands groupes de tannins différent & la fois par leur réactivité
chimique et par leur composition: les tannins hydrolysables et les tannins
condensés(Macheixet al., 2005).
Les tannins ont une action antibactérienne puissante leur permettant d’inhiber lacroissance des
bactéries ruminales (dont certaines sont sporogenes) comme Clostridiumaminophilum, |,
Clostridium proteoclasterium(Chatterjeeet al.,2004 ; Leitaoet al., 2005), ainsi que les
bactéries responsables de différentes infections chez 1’homme :Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, HelicobacterpylorietProteus mirabilis. L’inhibition bactérienne par
les tannins est dépendante de leur structure et leur degré de polymérisation (Sivakumaran,
2004).
2.1.3. Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka
(Dipterixordorota Wild., Fabaceae) d’ou ils furent isolés en 1820 (Bruneton, 2009).
Les familles les plus riches en coumarines sont les : Légumineuses, Rutacees, Apiecées et les
Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les
fruits et les huiles essentielles des graines (Guignard, 1998).
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Les coumarines possedent des propriétés physiologiques et antimicrobiennes. Lawarfarine est
une coumarine utilisée comme anticoagulant qui posséderait également despropriétés
antivirales (Cowan, 1999).
2.1.4. Les quinones

Les quinones sont les plus souvent des hydroquinones. Elles peuvent étre combinées a
des sucres (anthraquinones). Elles proviennent de nombreux processus par différentes voies
de biosynthese. Le potentiel redox du couple quinone-hydroquinone est trés important dans de
nombreux systemes biologiques.
Les polyprényls quinones (quinones terpénoides) dérivent de 1’acide 4-hydroxybenzoique,leur
noyau benzoquinone porte des chaines polyisopréniques. Certains dérivés comme la
plastoquinone et I’ubiquinone sont des transporteurs d’électrons les quinones sont connues
pour complexer irréversiblementavec certains acides aminés, des protéines qu’elles inactivent
ou rendent inutilisables. Ceciexplique la variét¢ d’effets antimicrobiens potentiels des
quinones. Nombre d’entre elles sont anti-appétantes et toxiques. La naphtoquinone juglon de
I’écorce de Carya ovata inhibe lacroissance de différents champignons et bactéries
phytopathogénes (Gilbert et Norris, 1968).

2.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques hétérocycliques azotées et basiques. Ils
sont dérivés des acides aminés tels que 1’ornithine, la tyrosine, le tryptophane (Jost & Jost-
Tse, 2016). Depuis I’identification du premier alcaloide en 1806, plus de dix mille alcaloides
ont éte isolés des plantes. En fait, les alcaloides forment un groupe hétérogéne du point de vue
de la structure et des propriétés chimiques que des effets biologiques qu’ils manifestent
(Bruneton, 1999).
2.3. Les terpénoides et les stéroides

Les terpénoides sont définis comme étant des matériaux ayant des structures
moléculaires contenant un squelette carboné formé des unités d’isopréne (Sell, 2004).Ces
composés sontmajoritairement d’origine végétale (Malecky, 2005), synthétisés par les
plantes, les organismesmarins et les champignons.Les stéroides sont dérivés de
triterpenestétracycliques et possédent un squelette cyclopentaperhydro phénanthréne.
Beaucoup de stérols se produisent sous forme de glycosides caractérisés par les saponines
stéroidiens (Hanson, 2003).La grande diversité des structures des terpénoides et leurs
fonctions ont suscité un intérét accru pourleur usage commercial. Les terpénoides sont utiles

dans la prévention et le traitement de plusieursmaladies, y compris le cancer. lls sont
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également réputés avoir des propriétés antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires et
antivirales (Chouikhi, 2013).

Les terpénoides sont doués de propriétés antifongiques etantibactériennes. A titre illustratif, la
buteline et I'acide 12-oxohardwickique isolés de I'écorcede Croton macrostachys, ont montré
des activités antifongiques et antibactériennes (Cowan, 1999).

2.3.1. Les saponines

Le nom saponine dérive du mot latin «sapo», qui signifie savon. Les saponines constituent un
vaste groupe d’hétérosides trés fréquents chez les végétaux. Ils se composent d’aglycones non
polaires liés a un ou plusieurs sucres. lls sont caractérisés par leurs propriétés tensioactives car
ils se dissolvent dans 1’eau en formant des solutions moussantes .lIs sont principalement
produits par les plantes mais aussi par les organismes marins (Bruneton, 2009).

Les saponines peuvent étre classées en deux groupes en se basant sur la nature deleur
squelette aglycone. Le premier groupe est constitué par des saponinesstéroidiennes, qui se
rencontrent presque exclusivement dans les monocotylédonesangiospermes. Le deuxieme
groupe est les saponines triterpenoides, qui sont le pluscommun et on le rencontre chez les
dicotylédones angiospermes (Spargetal., 2004).

La majorité des saponines montrent une activité antimicrobienne contre les champignons

pathogenes Candida albicans et Cryptococcusneoformans.

3. Pouvoir antioxydant des métabolites secondaires

Pour lutter contre les effets nocifs des radicaux libres, notre organismepossede des systémes
de défense complexe constitués par des composés appelés « les antioxydants ». Ces systemes
sont capables de bloquer la formation des radicaux libres enles neutralisants ou en les
désactivant une fois formés, protégeant ainsi les systéemesbiologiques contre tout dommage
oxydatif (Heimeuret al.,2004).

Actuellement, un grand intérét est accordé aux composés naturels issus de plantes et
possédantsdes propriétés antioxydantes. Les plus représentés sont les composés phénoligues,
les flavonoides.

Les composes phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants qui peuvent
neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome dhydrogene. Leurs
structures leurs conferent une activité antioxydante aussi importante. Les groupes hydroxyle
des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogenes ; ils peuvent réagir avec les

especes réactives de 1’oxygene et les especes réactifs de I'azote (Nijveldtet al., 2001).
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Les flavonoides sont de puissants antioxydants vis-a-vis des radicaux libres dus a leur
propriété de donation d’atomes d’hydrogéne disponibles dans les substituants hydroxyles de
leurs groupes phénoliques (Sandharetal., 2011).

Les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et
de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes. Les conditions structurales
requises pour ’activité antioxydante des coumarines sont similaires a celles signalées pour les
flavonoides (Mogod, 2005).

Enfin, les tannins sont doués d’une grande capacité antioxydante due a leur noyau
phénol (Peronny, 2005). ils ont la particularit¢ d’inhiber la peroxydation des lipides, en
agissant comme donneur de proton et accepteur de radicaux libres, stoppant ainsi le

mécanisme d’auto oxydation (Perret, 2001).
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Matériel & Méthodes

Objectif
L’objectif de ce travail est de comparer ’effet de la variation saisonniere (hiver-
printemps) sur le potentiel antibactérien et antioxydant de différents extraits de 1’algue verte

Caulerpa racemosa du littoral mostaganémois.

1. Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé au cours de cette eétude est une algue verte: Caulerpa
racemosa. La récolte de cette algue a été effectuée au niveau de la cote rocheuse située sur
le littoral de la wilaya de Mostaganem précisément dans les plages de Salamandre, Sablette
et Stidia. La récolte a eu lieu pendant le mois de décembre 2016-février 2017 pour la saison

de I’hiver, puis de mars jusqu’a mai 2017 pour la saison de printemps.

Figure 03 : thalle frais de Caulerpa racemosa. Figure 04 : thalle sec de Caulerpa racemosa

2. Zone d’échantillonnage

Les parametres géographiques de nos stations d’étude sont représentés dans le
(tableau 1) et figure 5.
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Tableau 1 Situation géographique des différentes stations d’étude (Google Earth, 2017).

Stations Latitude N Longitude E Altitude (m)
Plage de Salamandre 35°55°41.70" 0°0316.32" 1.35
Plage de Sablette 35°53°39.46 0°02°47.62" 1.35
Plage de Stidia 35°50°29.52" 0°00’ 01.18" 1.50

Figure 05 : Localisation géographique de Caulerpa racemosa de notre zone d’étude (Google
Earth, 2017).

3. Identification botanique
L’espéce Caulerpa racemosa a été identifiée par Mr Belbachir Nourredine,
enseignant-chercheur au niveau du département des sciences de la mer de 1’aquaculture de

I’Université de Mostaganem

4. Récolte du materiel et préparation des échantillons

Les échantillons de 1’algue ont été récoltés mensuellement manuellement au niveau
des plages de Salamandre, Stidia et Sablette. Ils ont été lavés avec de I’eau de mer pour
débarrasser tous les débris adhérents a leurs thalles, puis placés dans des sacs en plastique

fermés hermétiquement contenant 1’eau de mer.  Au laboratoire, ces échantillons sont a
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nouveau rincés avec de 1’eau de robinet puis avec de I'eau distillée afin d'éliminer tout corps
étranger qui pourrait influencer 1’évaluation des activités biologiques.

Les algues sont ensuite mises a 1’obscurit¢é et a la température ambiante jusqu’a
déshydratation compléte. Apres le sechage, les échantillons ont été broyés et la poudre

obtenue a été conservée dans des sacs en papier jusqu’a leur utilisation ultérieure.

5. Préparation des extraits bruts :

L’extraction a été réalisée selon la méthode Soxhlet, une méthode classique pour
I’extraction solide liquide. L’extraction a été effectuée durant 8 heures avec des solvants
différents (Acétone, chloroforme, héxane et méthanol) a raison de 1/10. Les extrais obtenus
ont éte filtrés sur papier Whatman n°1 et le filtrat obtenu a été évaporé a sec a 40 °C sous
Pression réduite avec un rotavapeur de type BUCHI R-200. Les extraits bruts obtenus ont
été stockés dans des flacons hermétiques bruns a 4°C.

6. Détermination du rendement des extraits secs

La détermination du rendement de l'extrait sec est réalisée en appliquant la formule
suivante (Afnor, 1986) :

R(%) = (P2-P1/PE) x 100

P1: poids du ballon avant évaporation
P2: poids du ballon apres évaporation

PE: poids de la matiére séche algale

/. Etude de I’activité antibactérienne
7.1. Préparation des extraits :

Différentes concentrations d’extraits bruts ont été préparées dans le DMSO 2 raison de
100 mg/ml, 200mg/ml et 500mg/ml.

7.2. Préparation des disques :
Des disque de 6 mm de diametre ont éte découpés sur du papier de Whatman n°2, puis

ont eté mis dans un tube a essai pour subir une stérilisation.
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7.3. Les souches testées

Six souches bactériennes ont été choisies pour leur haute pathogénicité et leur multi
résistance aux antibiotiques.
Ces souches proviennent de la collection de culture de la collection ATCC (American Type
Culture Collection) (Tableau 02).

Tableau 02 : souches utilisées dans le test antibactérien

Microorganismes Gram Code
Bacillus cereus ATCC 10876
Enterococcus faecalis Positif ATCC 29212
staphylococcus aureus ATCC 25923
Echerichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 327853

_ Négatif
Proteus mirabilis ATCC 35659

7.4. Confirmation de la pureté des souches :
7.4.1. Coloration de Gram

Aprés préparation et fixation du frottis nous avons procédé comme suit :
Dans la premiere étape de la coloration de Gram, le frottis est coloré avec le cristal violet
pendant une minute un colorant basique pour obtenir une coloration primaire. Ensuite la
coloration est traitée avec une solution d’iode pendant une minute qui agit comme un mordant
c'est-a-dire qu’elle augmente les interactions entre la cellule et le colorant pour que la cellule
soit plus fortement contrastée. Le frottis est alors décoloré par lavage de I’éthanol pendant 10
secondes. Cette étape engendre 1’aspect différentiel de la coloration de Gram. Enfin le frottis
est coloré a I’aide de la Safranine qui colore les bactéries Gram- en rose et laisse les bactéeries
Gram+ en violet. L’observation microscopique a objective x 100 réalisée avec une goutte
d’huile a immersion.
7.4.2. Test de catalase

La catalase est une enzyme respiratoire qui catalyse la degradation du peroxyde
d’hydrogene (H202) : Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact
de peroxyde d’hydrogeéne (H202). Si elles possedent la catalase, elles dégradent le peroxyde

d’hydrogéne en eau et dioxygéne visible par la formation de bulles.
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7.5. Conservation des souches

La conservation a été réalisée par ensemencement des souches isolées sur gélose

nutritive inclinée. Les cultures pures ont été conservées a 4°C.
7.6. Préparation de I’inoculum :

Les souches, conservées sur gélose nutritive inclinée a 4°C, sont revivifiees dans du
bouillon nutritif a 37° C pendant 24 h, puis ensemencées sur boites contenant de la gélose
nutritive pour vérifier leur pureté. Aprés 24h d’incubation a 37°C, les souches bactériennes
sont ensemencées sur bouillon nutritif puis remises en incubation a 37° pendant 18 h. La
densité optique lue & 625 nm est justifiée a 0.08 & 0.10, soit environ 108UFC/mI (Pessini et
al., 2003).

7.7. Méthode de diffusion sur disques (aromatogramme)

L'aromatogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode de
disques est une technique qualitative permettant de déterminer la sensibilité des
microorganismes vis-a-vis d'une substance réputée antimicrobienne. Cette méthode repose sur
le pouvoir migratoire des extraits d’algues a l'intérieur d'une boite de Pétri, dans un milieu
nutritif solide Mueller Hinton.

Dans des boites de Pétri stériles préalablement coulées avec le milieu Miller Hinton, les
souches bactériennes sont écouvillonnées sur la surface des géloses a 1’aide d’un écouvillon
trempés dans le bouillon contenant une charge de 108 UFC/mI. Par la suite, des disques
Wathman de 6 mm de diamétre, imprégnés de 10 pl de différents extraits acétonique
,chloroformique, héxanique et méthanolique aux différentes concentrations 100 mg/ml, 200
mg/ml et 500 mg/ml sont déposés sur la surface de gélose a I’aide d’une pince stérile. Des
disques Whatman imprégné de DMSO ont été utilisés comme témoin négatif.

Les boites sont incubées apres 20 mn afin de permettre aux extrais de diffuser, a 37 °C
pendant 24 h. La lecture des résultats se fait par la mesure de diamétre en mm de la zone
d’inhibition.

7.8. Antibiogramme

Le but de réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un
ou plusieurs antibiotiques. Dans cette étude, le but de leur utilisation et de comparer 1’effet
antibactérien des extrait de 1’algue étudiée a celui des antibiotique testés.

La méthode utilisée pour réaliser 1’antibiogramme est la technique de standardisation de

I’antibiogramme selon la méthode décrite par (Bauer et al., 1966)
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Dans des boites de Pétri préalablement coulée avec le milieu Muller Hinton sont ensemencées
avec les six souches bactériennes en présence de disques d’antibiotiques: Céfazoline (30 ug),
Gentamicine (10 pg), Pénicilline (10 pg) et Chloramphénicol (10 ug).

Tableau 03 : Liste des antibiotiques testés sur les bactéries

Antibiotique Code Charge
Céfazoline CZ 30 ug
Gentamicine CN 10 ug
Pénicilline P 10 ug
Chloramphénicol C 30 ug

8. Screening phytochimique

Le screening phytochimique représente I’ensemble des techniques qualitatives
permettant la détermination de différentes familles de métabolites secondaires contenus dans
un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui sont basée sur des
phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de
composés (Bruneton, 2009).
Le screening phytochimique a été réalisé selon les techniques standards décrites par (Terease
et Evans, 1989 ; Harborne, 1998 ; Bruneton, 1999).
Les résultats ont été évalué comme suit: -: Négative; +: Faiblement positif; ++:
Moyennement Positif; +++ : fortement positif
8.1. Les composés polyphénoliques
8.1.1. Test des flavonoides

1 ml de chaque extrait a tester a eté introduit dans un tube a essai auquel est ajouté
Iml d’acide chlorhydrique (HCI) et quelques tournures de magnésium. L’apparition d’une
coloration rouge, orange ou jaune révele la présence des flavonoides.
8.1.2. Test des tanins
Dans un tube a essai, a1l ml de chaque extrait a tester sont ajoutées quelque gouttes de solution
de gélatine a 1%. L’ apparition de précipité blanc indique la présence des tanins.
8.1.3. Test des coumarines

2 ml de chaque extrait est introduite dans un tube auxquelles est ajouté 3ml de NaOH a

10%. La présence des coumarines est indiquée par une coloration jaune.
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8.1.4. Test des quinones

Un millilitre de chaque extrait a analyser est ajouté & 0,5 ml d’une solution aqueuse
de NaOH a 10 %. La présence des quinones est indiquée par une coloration jaune, rouge ou
violette.
8.1.5. Test des Anthraquinones
A 5ml de chaque extrait a analyser, sont ajoutées 2 ml de NH,OH & 10 %. La présence des
Anthraquinones est indiquée par une coloration violette.
8.2. Test des Alcaloides

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer et
Wagner. 5ml de chaque extrait est évaporé a sec, 2ml d’HCL (2%) sont ensuite ajoutés. Le
mélange est chauffé dans un bain marie puis filtré. Le filtrat est divisé dans deux tubes a essai
ou dans I’'un sont ajoutés quelques gouttes de réactifs de Mayer L’apparition de précipité
blanc — jaunatre indique la présence d’alcaloides dans le deuxieme quelques gouttes de réactif

Wagner. L’apparition de précipité brun indique la présence d’alcaloides.

8.3. Test des saponines (Test de mousse)
Dans un tube a essai, sont introduit 5ml d’extrait a tester et 5ml d’eau distillée chaude.
Le tube et agité pendant 15 secondes puis laissé au repos pendant 15 min. Une hauteur de

mousse persistante indique la présence des saponines.

8.3.1. Test des Stérols et triterpenes
Un ml de chaque extrait est évaporé a sec. Ensuite, le résidu obtenu est dissout dans
Iml d’anhydre acétique auquel sont ajoutées ensuite quelques gouttes d’acide sulfurique
concentré (H2SO4). En cas de réaction positive il se forme un anneau rouge -brunatre ou
violet
8.4. Test des composeés réducteurs :
Introduire 1ml d’extrait dans un tube a essai, y ajouter 2ml de liqueur de Fehling (1ml réactif
A et 1ml réactif B), I’ensemble est incubé pendant 5 min dans un bain marie bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.
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8.5. Test des acides aminés (Test a la ninhydrine)

8.5.1. Principe :
La ninhydrine est un composé aromatique utilisé comme reactif pour les acides amines.
Ninhydrine réagissent avec les acides amines, en produisant une solution colorée. Ce
protocole est utilisé pour détecter la présence d'acides aminés dans certaines substances a
I'aide d'une solution d'alcool.

8.5.2. Mode opératoire :

Sur un papier filtre, déposez une goutte de chaque extrait puis 1’incuber a 85°C pendant

5 min jusqu’au séchage total de I’extrait puis une goutte de réactif a la ninhydrine
(fraichement préparé) est déposée et le papier filtre est chauffé a I'étuve a 110°C pendant 10
min. L'apparition d'une teinte bleue ou violette indique un test positif.

9. Evaluation de I’activité antioxydante
9.1. Principe de la méthode DPPH

Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre de couleur violacée
utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydant des composés phénoliques. Il
possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation,
les molécules du radical ne forment pas des diméres .Reste dans sa forme monomere
relativement stable a température ordinaire En présence de composés anti-radicalaires, le

radical DPPH réduit change de couleur en virant au jaune (figure 06).

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire. Dans le cas des composés
phénoliques, le mécanisme principal d’action est le piégeage des radicaux libres par le
transfert de 1’atome H sur le DPPH alors transformé en une molécule stable DPPH-
H.L’absorbance mesurée a 515 nm sert a calculer le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH qui est proportionnel au pouvoir anti - radicalaire de I’échantillon (Brand Williams et
al., 1995).
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Figure 06 : Mécanisme d'action d'un antioxydant

9.2. Mode opératoire

La solution du DPPH est fraichement préparée par solubilisation de 0,005 g de DPPH
dans 200 ml de méthanol absolu. 25ul de I’extrait a différentes concentrations sont ajoutés a
975 ul de DPPH. Des dilutions de I’antioxydant de référence 1’acide ascorbique sont
également préparées dans les mémes conditions pour servir de contréle positif.

En ce qui concerne le contrble négatif, ce dernier est préparé en paralléle en
mélangeant 25 ul du méthanol avec 975 pl d’une solution méthanolique de DPPH. Le
mélange est laissé a 1I’obscurité pendant 30 min jusqu’a décoloration. Le dosage est réalisé par
spectrophotométrie a une longueur d’onde de 515 nm.

Le pourcentage de 1’activité anti radicalaire est estimé selon 1’équation ci-dessous :

DPPHY-= ( DOt Contr6|e—DOeXtrait /DOt Contrﬁle) xlOO

DPPH (%) : Pourcentage de réduction du DPPH.
DO témoin: Densité optique du tube contréle négatif.
DO extrait : Densité optique de 1’échantillon.
9.3. Détermination IC50
L’IC50 (concentration inhibitrice 50) est la concentration qui assure la réduction de
50% du DPPH. Les IC50 sont calculés graphiquement par des pourcentages d’inhibition en
fonction de différentes concentrations des extraits testés (Samarth et al. , 2008).
L’étude de la variation de 1’activité anti-radicalaire en fonction de la concentration des extraits
permet de déterminer la concentration qui correspond a 50 % d’inhibition(CI5S0). Une valeur

de CI50 faible correspond a une grande efficacité de 1’extrait.
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1. Rendement d’extraction

La préparation des extraits bruts de thalle complete de Caulerpa racemosa a été
effectuée par des différents solvants polaires et apolaires. Cette extraction a permis d’obtenir
quatre extraits bruts: I’extrait acétonique, 1’extrait chloroformique, extrait héxanique et
I’extrait méthanolique. Le rendement de ces extraits a été déterminé par rapport au matériel
végétal sec. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 07. Les extraits obtenus sont
de couleur et d’aspect différents (Tableau 04).

25,00% -

20,00% -

15,00% -

H Extrait d'Hiver
10,00% - xtrait v

Rendement (%)

5,00% - Ml Extrait de printemps

0,00% -

Figure 07 : Rendement de différents extraits de Caulerpa racemosa.

En comparant les rendements des différents extraits bruts durant la saison d’hiver et
printemps, nous remarquons que le meilleur rendement est obtenu pendant la saison de
printemps avec le meilleur rendement pour 1’extrait méthanolique (19,22 %) suivi par 1’extrait
de I’acétone (7,23%), extrait de chloroforme (5,64%)et celui de I’hexane (1,69%). Le
rendement le plus faible et celui obtenu par I’extraction a 1’hexane « hiver » (0,27%),

dailleurs, les rendements de I'hiver étaient inférieurs a ceux du printemps.
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Tableau 04 : Aspect, couleur des différents extraits de Caulepa racemosa.

Extrait Aspect Couleur

Extrait acétonique pateux Vert claire
Extrait chloroformique Pateux Vert foncé
Extrait héxanique Visqueux Vert foncé
Extrait méthanolique Pateux Vert foncé

2. Etude du pouvoir antibactérien

2.1. Confirmation des souches

La coloration de Gram et le test de catalase (tableau 05) ont permis la confirmation des

souches utilisées.

Tableau 05 : tableau représentant la coloration de Gram et test de catalase.

Souches bactériennes Coloration de Gram Catalase
Bacillus cereus + +
Echerichia coli - +
Enterococcus faecalis + -
Pseudomonas aeruginosa - +
Proteus mirabilis - +
Staphylococcus aureus + +

Résultat positif : +. Résultat négatif :-

2.2. Pouvoir antibactérien des extraits
2.2.1. Effet inhibiteur des extraits sur Bacillus cereus ATCC 6538

La variation saisonniére de ’activité antibactérienne des extraits sur Bacillus cereus est

représentée dans la figure 08.
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Figure 08 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des concentrations
des différents extraits de Caulerpa racemosa sur Bacillus cereus.
A extrait acétonique; C: extrait chloroformique ; H: extrait héxanique; M : extrait
méthanolique.

D’apreés les résultats obtenus, les différents extraits avec les différentes concentrations (100
mg/ml, 200 mg/ml et 500 mg/ml) montrent un effet inhibiteur sur Bacillus cereus et ce pour
les deux saisons. Les quatre extraits ont montré une activité antibactérienne moyenne et

Iégérement différente selon la concentration ou la saison de récolte. En effet :

> Nous notons que I’extrait acétonique, héxanique et méthanolique a la concentration
500 mg/ml de la saison hivernale démontre la zone d’inhibition la plus importante
avec un diameétre de 8 mm, alors que pour I’extrait chloroformique, on reléve un
diameétre de 7mm. Les extraits du printemps ont aussi révélé un pouvoir plus
important pour ’extrait acétonique avec une zone d’inhibition de 8,5 mm de diamétre
et zone de 8 mm de diametre pour touts les autres extraits.

» Pour la concentrions 200 mg/ml, Nous avons remarqué que les quatre extraits d hiver
exercant une inhibition avec un diamétre de 8mm Une variation insignifiante a été
constaté entre ces résultats et ce des extraits du printemps qui varient entre 7,5mm,
7,5mm, 8mm et 7mm pour I’extrait acétonique, chloroformique, Héxanique et
méthanolique, respectivement.

» A la concentration 100 mg/ml, 1’extrait héxanique du printemps marque la meilleure
zone d'inhibition avec un diamétre moyen de 9 mm suivis par Des valeurs inférieures

ont été enregistrées avec les extraits acétonique (7 mm), méthanolique (7,5mm) et
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chloroformique (7,5mm) de la méme saison.  nous avons remarqué une zone
d’inhibition de 7,5 mm pour les extraits acétonique, chloroformique et héxanique de
la Caulerpa racemosa récoltée durant ’hiver et une zone de 8mm pour I’extrait
méthanolique de la méme saison. par les quatre extraits d’hiver exercant une

inhibition avec un diamétre de 8mm.

2.2.2. Effet inhibiteur des extraits sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 327853
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Figure 09 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des concentrations

des différents extraits sur Pseudomonas aeruginosa.

A : extrait acétonique ; C : extrait chloroformique ; H : extrait héxanique ; M : extrait méthanolique. .

Une variation des diametres des zones d’inhibition a été constatée pour les quatre extraits en
fonction de la variation saisonniére et des différentes concentrations (figure 09).

Une bonne activité antibactérienne a été enregistrée pour les extraits de printemps a la
concentrations 200 mg/ml avec des zones d’inhibition de 11 mm pour les deux extraits
chloroformique et héxanique .

Nous observons que les zones d'inhibition égalent & 10 mm pour ’extrait méthanolique et
héxanique a 100 mg/ml pour la saison de printemps et 10 mm a 500 mg/ml, pour la saison
d’hiver, respectivement. Tandis les quatres extraits de concentration 200 mg/ml et 100 mg/ml

n'exercent aucun effet inhibiteur sur P.aeruginosa.
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2.2.3. Effet inhibiteur des extraits sur Staphylococcus aureus ATCC 6538
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Figure 10 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des concentrations
des extraits testés sur Staphylococcus aureus.

A : extrait acétonique ; C : extrait chloroformique ; H : extrait héxanique ; M : extrait méthanolique. .

D’aprés les résultats obtenus, les différents extraits des deux saisons montrent un effet
inhibiteur sur Staphylococcus aureus. Pour I’extrait d’acétone et d’hexane de la saison de
printemps aux concentrations 500mg/ml et 100 mg/ml présentent une activité inhibitrice
maximale avec une zone d’inhibition de 9 mm, suivis par I’extrait d’hexane de saison d hiver

a concentration 200mg/ml avec des zone d’inhibition de 8,5 mm.
2.2.4. Effet des extraits sur Escherchia coli, Enterococcus faecalis et Proteus mirabilis

Les trois bactéries Escherchia coli, Enterococcus faecalis et Proteus mirabilis démontre une
résistante vis a vis des différents extraits d’hiver ou de printemps et ce quel que soit la
concentration testée.

2.3. Résultats de I'antibiogramme

Les diametres des spectres d'action des antibiotiques observés sur les six bactéries ont été
mesurés et ensuite représentés dans les histogrammes qui suivent:
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2.3.1. Bacillus cereus ATCC 10876
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Figure 11 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques

testés sur Bacillus cereus

CN : Gentamicine CZ : Céfazoline ;; P : Pénicilline ; C : Chloramphénicol

D’aprés La figure 11, Bacillus cereus montre une sensibilité tres élevée aux deux
antibiotiques Gentamicine et Chloramphénicol avec des zones d'inhibition de 18 et 20 mm,

respectivement ; tandis que cette souche est résistante a la Pénicilline.

2.3.2. Escherichia coli ATCC 25922
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Figure 12 : Distribution des diameétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques
testés sur Escherichia coli

CN : Gentamicine ; CZ : Céfazoline ; P : Pénicilline ; C : Chloramphénicol
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La figure montre une grande sensibilité d’Escherichia coli envers les antibiotiques et
Gentamicine, Cephazoline et chloramphénicol avec une zone d’inhibition trés élevé pour le
chloramphénicol (28 mm) suivi par les deux autres (17 mm).Cette souche est également
résistante envers la pénicilline

2.3.3. Enterococcus faecalis ATCC 29212

Enteroccocus faecalis montre une résistante pour tous les antibiotiques testé.

2.3.4. Pseudomonas aeruginosa ATCC 327853
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Figure 13 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques
testés sur Pseudomonas aerogenosa

CN : Gentamicine ; CZ : Céfazoline; P : Pénicilline ; C : Chloramphénicol

D'aprés les résultats de I'antibiogramme présentés dans la figure 13, cette souche a
Gram négatif est tres sensible a tous les antibiotiques a I'exception de la penicilline. Les zones
d'inhibition sont de 17,17 et de 18 mm respectivement pour Gentamicine, céfazoline, et

chloramphénicol.

31



Résultats

2.3.5. Proteus mirabilis ATCC 35659
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Figure 14 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques
testés sur Proteus mirabilis

CN : Gentamicine ; CZ : Céfazoline ; P : Pénicilline ; C : Chloramphénicol

Cette souche a Gram négatif est sensible a tous les antibiotiques a I'exception de la
pénicilline  avec des zones d'inhibition de 16 mm 21mm et 29 mm, respectivement pour
Gentamicine, céfazoline et chloramphénicol.

2.3.6. Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Figure 15 : Distribution des diameétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques
testés sur Staphylococcus aureus.

CN : Gentamicine ; CZ : Céfazoline ; P : Pénicilline ; C : Chloramphénicol

D’apres la figure ci-dessus, Staphylococcus aureus montre une sensibilité trés élevé
vis-a-vis des antibiotiques testés Gentamicine, Céfazoline Pénicilline et Chloramphénicol

avec des zones d’inhibition de 18,5 mm, 29 mm, 20 mm et 22 mm, respectivement.
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3. Screening phytochimique
Les resultats des tests phytochimiques obtenus pour les extraits acétoniques,

chloroformique, héxanoique et méthanolique sont représentés dans le Tableau 06.

Tableau 06: Résultat du screening phytochimique sur les différents extraits de Caulerpa
rasemosa.

Extraits d’hiver Extrait de printemps
Acét Chlorof Hexane | MétOH Acét Chlorof | Hexane | MétOH
Extraits
Polyphenols +++ +++ ++ ++ ++ ++ + +
totaux
. Flavonoides + + + ++ + + + +
S
= Tanins - + + - - ++ ++ -
=
Q|
‘S Coumarines - - - - - + + _
gt
g  Quinones - - - - - - - -
g
O Anthraquinones - - - - - - - -
@ Alcaloides - - - - - + n ¥
33
pe

g3

O (5

o

Stérols + + - - - + - -

T g

g

8 'S i

'g\q% Saponines - + - - - ++ + -

s IM : IM: | IM:

»h 1.5cm 2,9cm | 0,2cm
Composées - ++ - - - ++ - -
réducteurs

Les acides aminés +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

- . Negative; +: Faiblement positif ; ++: Moyennement Positif; +++ : fortement positif ;
IM : indice de mousse
Selon les résultats mentionnés dans le tableau 6, on constate la richesse de déférent extraits en
polyphénols totaux et flavonoides, pour ,les tanins sont présent dans s deux extraits
chloroformige et héxanique par une forte présence dans I’extrait du printemps pour les

coumarine sont uniquement sont présents dans I’extraits chloroformique, la présence des
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alcaloides dans les deux extraits chloroformique et méthanolique les quinones et les
anthraquinones révélent un test négatif dans I’ensemble des extraits,, les stérols sont présents
dans I’extrait acétonique En revanche, les saponines sont présentes dans les deux extraits
chloroformique et héxanique mais ils sont fortement présents dans 1’extrait chloroformique
notamment durant la saison printaniere. Pour les composes réducteurs, ils sont fortement
présents dans I’extrait chloroformique des deux saisons alors qu’ils sont absents dans les
autres extraits. Concernant les acides aminés, le test s’est révélé fortement positif pour les

quatre extraits des deux saisons.

4. Activités antiradicalaire (DPPH)

La concentration de 1’échantillon nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH, a été
calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de
différentes concentrations d’extraits préparés. Les résultats sont représentés dans la figure ci-

dessous :
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Figure 16 : Les IC50 des différents extraits de Caulerpa racemosa.

A partir de cette figure, nous constatons que la meilleure capacité de piégeage du radical libre
DPPH est celui de I’extrait de chloroforme qui a donné un IC50 de 5,22 mg/ml et 1,98 mg/ml
pour la récolte d’hiver et du printemps, respectivement. Il s’ensuit 1’extrait acétonique d’
d’hiver (3,84 mg/ml) et I’extrait héxanique de printemps (11,07 mg/ml) et D’extrait
méthanolique avec un IC 50 de 14,64 mg/ml durant la saison hivernale. Par contre, I’extrait
méthanolique. De la saison printaniére posséde un pouvoir de piégeage du DPPH le plus
faible.
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Discussion

Nous nous sommes intéressees a comparer le potentiel antibactérien de chaque extrait
et pour chaque saison (hiver-printemps) sur des souches pathogeénes résistantes.
La comparaison de I’effet de différents solvants a polarité différente sur 1’extraction de
métabolites secondaires a partir de I’algue Caulerpa racemosa, et ce a travers un screening
phytochimique et une évaluation de I’activité antiradicalaire de chaque extrait pour chaque
saison a démontré un effet non négligeable sur la nature du solvant/saison non seulement la
variabilité de rendement mais également sur la nature des métabolites extraits.
Les rendements étaient fonction de la polarité croissante des solvants utilisés, ou 1’on a
enregistré les meilleurs rendements respectivement pour  le méthanol, 1’acétone, le
chloroforme et 1’hexane. Pour tous les extraits, le meilleur rendement a été enregistré pour la
saison de printemps avec un plus haut rendement pour 1’extrait méthanolique (19.22%) par
contre un faible rendement a été remarquer par I’extrait héxanique (1.69%) a la polarité la
plus faible. Ceci révéle une influence significative du pouvoir d’extraction du solvant sur le
rendement.
La nature du solvant a également généré I’extraction de différents métabolites et ce du point
qualitatif et quantitatif. Les tests phytochimiques réalisés pour les différents extraits, ont
permis de mettre en évidence les polyphenols totaux dont les flavonoides dans 1’ensemble des
extraits ou les tanins étaient faible dans celui de I’hiver. Selon les résultats obtenus, il semble
que durant I’hiver, Caulerpa racemosa produit plus de polyphenols totaux que durant le
printemps. Ceci pourrait s’expliquer par le stress di a la baisse de température durant cette
saison.
Les saponosides étaient présents uniquement dans les extraits apolaires chloroforme et
hexane. Les sucres réducteurs, révélés par le test de la liqueur de Fehling, n’a été positif que
dans les deux extraits chloroformiques. Une absence totale des quinones, et anthraquinones a
été notée dans touts les extraits. Les acides aminés étaient également retrouvés dans tous les
extraits pour les deux saisons.

Qualitativement parlant, il semble que c’est le chloroforme qui extrait le plus de
métabolites.

Cette divergence dans le contenu en métabolites a un impact sur 1’activité antibactérienne des
differents extraits des deux saisons sur les bactéries qui y sont sensibles. A cet effet, les
bactéries ayant montré une sensibilité aux différents extraits étaient Bacillus cereus
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, par contre les souches Escherichia coli,
Enterococcus faecalis et Proteus mirabilis se sont révélées résistantes aux aussi bien a

I’extrait acetonique, chloroformique, héxanique et méthanolique de Caulerpa racemosa.



Discussion

D’apres les résultats obtenus, 1’extrait héxanique a montré une activité antibactérienne
meilleure par rapport aux autres extraits. Cet extrait a exercé un meilleur effet inhibiteur sur
toutes les bactéries sauf sur Echerichia coli, Enterococcus faecalis et Proteus mirabilis qui y
ont résisté.

L effet d’inhibition est trés élevé sur Pseudomonas aeruginosa pour toutes les concentrations
500 mg/ml, 200 mg/ml et 100 mg/ml avec respectivement des zones d’inhibition de 9 mm, 11
mm et 10 mm pour la saison printaniére et aucun effet inhibiteur pour les concentrations
200 mg/ml et 100 mg/ml des extraits hivernaux de I’hexane. L’extrait héxanique exhibe
également un effet inhibiteur sur les deux bactéries Gram positif Bacillus cereus et
Staphyloccoccus aureus avec de meilleurs résultats pour la saison printaniere avec
toutes les concentrations 500 mg/ml, 200 mg/ml et 100 mg/ml (respectivement :8
mm, 8 mm et 9 mm) par rapport I’extrait hivernal pour lequel les zones d’inhibition
variaient entre 7.5 et 8 mm.

Aussi bien I’extrait méthanolique qu’acétonique se sont révélés plus efficace sur la souche
Pseudomonas aeruginosa par rapport aux souches Bacilllus cereus et Staphylococcus aureus.
L’effet inhibiteur de I’extrait chloroformique a un effet sur les souches Bacilllus cereus et
Staphylococcus aureus et avec un effet tres élevé a la concentration 200 mg/ml d’une zone de
11 mm sur la souche Pseudomonas aeruginosa pendant la saison printaniere.

L’interprétation des résultats de 1’antibiogramme montre une grande sensibilité de toutes les
souches testées vis a vis les antibiotiques excepté pour la pénicilline qui semble efficace
uniquement sur Staphylococcus aureus. La souche Enterococcus faecalis s’est avérée
résistante a tous les antibiotiques utilisés.

L extrait héxanique aussi bien de I’hiver que du printemps, de 1’algue Caulerpa racemosa
présentent une forte activité vis-a-vis des souches bactériennes Bacillus cereus,
staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.  Bacillus cereus qui est résistant a la
pénicilline et moyennement sensible a la cephazoline avec des zones d'inhibition de 7mm se
voit inhibé par les extraits de Caulerpa racemosa dont les diamétres d’inhibition étaient
supérieures a celui du céfazoline avec une zone d’inhibition de 9 mm a concentration
minimale de 100 mg/ml.

L’inhibition des extraits Caulerpa racemosa reste considérablement plus faible comparee a
celle des antibiotiques commerciaux utilises. Toutefois, elle s’avere plus efficace par rapport a
la pénicilline a laquelle Bacillus cereus et P aeruginosa étaient résistantes.

Les résultats montrent une activité vis-a-vis des Gram positifs que les Gram négatifs.

D'aprés Nikaido (2003), ces résultats pourraient étre dus a la composition de la membrane des
37



Discussion

bactéries Gram négatifs. En effet, ces derniéres possedent une membrane qui présente une
perméabilité sélective; la surface des lipopolysacharides contient des charges négatives, qui
empéchent la diffusion des molécules hydrophobes, et des porines qui bloquent le passage des
molécules a haut poids moléculaire (Garrett et Grisham., 2000). Pseudomonas
aeruginosa contient dans sa membrane des porines de faibles perméabilités, ce qui explique
probablement sa sensibilité a nos extraits. Contrairement aux Gram négatif, les bactéries a
Gram positif se sont montrées plus sensibles.

Staphylococcus aureus et Bacillus cereus sont donc révelé les souches les plus sensibles
vis-a-vis des extraits d’algues testés. La sensibilité des souches bactériennes a été mentionnée
dans plusieurs travaux (Rao et Parekh., 1981; (Caccamesse et al., 1981; Vidyathi et
Sridhar., 1991; Febles et al.,1995 ; EI Kouri et al., 2004). Tous ces travaux ont rapporté que
les bactéries Gram positif sont plus sensibles que les bactéries Gram négatif .Cette
confirmation est en accord avec nos résultats.

La souche Enterococcus faecalis montre une résistante vis-a-vis de tous les extraits et des
antibiotiques testés, ce qui alarmant.

L activité antibactérienne s’explique par les propriétés antibactériennes que possedent certains
métabolites secondaires notamment ceux des algues marines. En effet, les macroalgues
marines riches en substances a potentiel antimicrobien, inhibent la croissance de certaines
bactéries et les macroalgues vertes (Chlorophyta) ont montré un pourcentage élevé d'espéces
(73%) ayant une activité antimicrobienne (Sukatar et al., 2006).Dans notre étude, les extraits
de I’algue verte Caulerpa racemosa se sont révélés relativement efficace contre certaines
souches, avec les meilleurs résultats obtenus pour la saison de printemps. Dans I’étude de
Farid et al. (2009), ces auteurs montrent des fluctuations saisonniéres de 1’activité
antimicrobienne chez les trois classes d’algues qu’ils ont étudiées. Selon ces mémes auteurs,
ceci est di aux variations des facteurs environnementaux tels que la température, la
concentration de 1’oxygene dissous et la salinité. Les algues récoltées au cours du printemps
sont les plus actives, cette saison doit correspondre a la période ou ces facteurs interagissent
entre eux donnant les meilleures conditions pour le développement et la croissance des algues
(Farid et al., 2009).

La capacité des algues marines a produire des métabolites secondaires d'intérét potentiel a été
largement documentée (Cabrita et al., 2010). Les polyphynoles y compris les flavonoides
qui représente une tres large gamme de composés naturels appartenant a la famille des
polyphénols (Bouakaz, 2006) et qui posseédent généralement une activité antimicrobienne

s’expliquant par la destruction des membranes microbiennes en augmentant la fluidité des
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lipides membranaires (Prasad et al., 2004). Cependant, il faut comprendre que les extraits
sont des mélanges des composés naturels, et leur activité antimicrobienne n'est pas seulement
le résultat de différentes activités de composants individuels mais peuvent étre le résultat de
leurs interactions (Kosanik et al., 2015). A cet effet, ce sont les extraits héxanique et

chloroformique ayant le plus de métabolites qui exhibent le meilleur pouvoir antibactérien

Il faut préciser que nos resultats sont en accords avec ceux publié par Azhagu et al.
(2015) sur 1’étude qualitative de 1’extrait de Caulerpa racemosa qui a montré la présence d’un
grand nombre des métabolites secondaire chez cette espéce.

Les résultats obtenus de notre étude montrent que ’extrait chloroformique est le plus riche
en composés polyphénoliques dont les flavonoides, tanins, stéroide dont les saponines suivie
par I’extrait de 1’hexane, qui confirme leurs activités antibactérinne vis-a-vis des bactéries
pathogéne testés. Cette richesse en métabolites se reflete également dans 1’activité

antiradicalaire qui s’avere plus élevée pour ces deux extraits

En effet, I’évaluation de 1’activité antioxydante des différents extraits réalisée par la méthode
de piégeage du radical libre DPPH a été déterminée a partir des IC50. C’est la concentration
en extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. L’IC50 et I’activité antioxydante de
I’extrait testé sont inversement proportionnels (Prakash et al.,2007).

Nos résultats indiquent que 1’extrait brut de chloroforme présente une activité importante de
IC50 de 5,22 mg/ml et 1,98 mg/ml durant les saisons d’Hiver et printemps suivi par 1’extrait
acétonique de saison d’hiver par 3.84 mg/ml et une faible activité antioxydante est remarquée
par les extraits héxanique , méthanolique durant les deux saisons et extraits acétonique
durants la saison printaniere. Cette variabilité¢ de I’activité antioxydante chez Caulerpa
racemosa est significativement influencée par la nature du solvant (Bourgou et al., 2008).
D’apreés les résultats du screening phytochimique qui révélent la présence des métabolites
secondaires en particulier les polyphénols qui sont connus par leur effet antioxydant en
neutralisant les radicaux libres on peut déduire que I’algue verte Caulerpa racemosa a un
effet antiradicalaire, qui est fort probable lié a sa richesse en polyphénols et en flavonoides.
Cependant, ceci la richesse de 1’extrait acétonique en ces composants le meilleur extrait ayant
la meilleure activité antiradicalaire. Il s’agit donc de la synergie entre les substances
polyphénoliques entre eux et avec d’autres métabolites qui donnent une meilleure activité

antioxydante (Vermerris et Nicholson, 2006), ce qui est le cas pour I’extrait cholorformique.
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Enfin, on assiste des différences en comparant nos résultats avec ceux d’Azhagu et al. (2015)
qui a révélé la présence des flavonoides, tanins coumarines saponine et composé réducteur
dans I’extrait de méthanol dans la méme espéce étudie Caulerpa racemosa . Cette variation
des résultat due a la différences des méthodes utilisées pour déterminer la présence des
métabolites secondaires entre qualitatif et quantitatif (dosage et screening), le choix de
solvants, ainsi que 1’utilisation de différentes méthodes d’extraction et le mois de récoltes des

algues réduisent les possibilités de comparaison entre les études (Trabelsi et al., 2010).
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Conclusion

A la lumiere de ce travail dont I’objectif était de comparer la variation saisonniére

hiver/printemps sur la composition phytochimique et sur le potentiel antibactérien de
différents extraits de 1’algue verte invasive Caulerpa racemosa, il en ressort que le potentiel
antibactérien dépend de la nature du solvant utilisé, de la saison et enfin d la souche testee.
En effet, Seule trois souches se sont revélée sensibles aux différents extraits : Bacillus cereus,
Pseudumonas aeroginosa et Staphylococcus aureus. Ce sont les extraits de 1’algue collectée
durant le printemps qui ont démontré la meilleure activité antibactérienne. Toutefois, cette
activité reste inférieure a celle exercé par les antibiotiques cephazoline, gentamicine et
chloramphénicol, mais largement plus efficace comparée a 1’effet de la pénicilline qui était
absent.

L’effet de saison sur I’activité antibactérienne est le reflet de la diversité des
métabolites dans la Caulerpa collectée durant le printemps, particulierement dans les extraits
chloroformique et héxanique qui d’ailleurs renferment le plus de métabolites ce qui leur
confére un pouvoir antioxydants plus important par rapport aux autres extraits (méthanolique
et acétonique).

Enfin, Caulerpa racemosa de la cte Mostaganémoise s’illustre comme étant une source
potentielle de composés bioactifs d’intéréts non négligeable notamment en tant
qu’antioxydant.

Toutes fois, un travail complémentaire s’impose en vue d’identifier les différentes
molécules en particulier les composés phénoliques présents dans les extraits bruts secs et les
flavonoides isolées des fractions et les purifier en utilisant diverses techniques
chromatographiques notamment la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et
des méthodes spectrales pour 1’élucidation structurale.

Enfin, 1’évaluation des différentes molécules isolées in vivo sur différents modeles
biologiques est recommandée en vue de les utiliser & des fins thérapeutiques et de

conservation des produits destinés a la consommation.
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ANNEXES



Annexe

Annexe 01
Bouillon nutritif
PP N, . e 109
Chlorure de SOdiUML. .......uiie e e 5¢
EXtrait de viande............oooiiiii i 10g
EXIrait de JeVUIe. . ... 1.59

.....

Annexe 02
Gélose nutritive
PP N, .o e 10g
Chlorure de SOAIUML. ......uiti et e e aeaee e 59
EXtrait de viande........ ..o 10g
EXtrait de IoVUIe. .. ..o e 1.59
ALAT < 179
Le PH est ajusté a 7,3 puis le milieu stérilisé a 120 C pendant 20 minutes

Annexe 03
Gélose Mueller-Hinton
Composition en g/l
EXtrait de VIaNQe. ..o, 20
Hydrolysat acide de cas€ine ...........c.oviiiiiiiiiiiii i, 1759
A0 L. 1.5¢
N ) PP 179

QSP pour 1 litre
Apres la préparation du milieu le pH de ce dernier est ajusté a 7,4 puis le milieu stérilisé a
120C° pendant 20 min.



Annexe 04

Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suit :

Réactif de Mayer

Solution A : 1.358 g de chlorure de mercure (HgCI,) sont dissous dans 60ml d’eau distillée.
Solution B : 5g d’iode de potassium (KI) sont dissous dans10ml d’cau distillée. Les deux
solutions sont mélangées et le volume final est ajusté a 100 ml avec I’eau distillée.

Réactif de Wagner : Dans 2g de Kl et 1.27g de I, sont dissous dans 75 ml d’eau distillée. Le

volume obtenu est ajusté a 100ml avec I’eau distillée.

Annexe 05

Solution a la ninhydrine

4 ml d’cau distillée, 1.5 g de la ninhydrine et 40 mg d’acide ascorbique sont dissous dans 120
ml de 2-methoxyéthanol.



