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Résumé

Ce travail de master a pour objectif de déterminer le screening phytochimique
et T'activité antibactérienne de l'algue Halopteris filicina qui est trés abondante et
utilisée pour ses divers effets thérapeutiques en Algérie. Dans cette étude, I'espece
Halopteris filicina a été récoltée au niveau de la wilaya d’Annaba pour la préparation de
I'extrait méthanoique. Le screening phytochimique nous a permis de mettre en
évidence la présence des métabolites secondaires au niveau de Halopteris filicina, de
méme les résultats révelent la présence des anthocyanes, alcaloides, Saponosides,
composés réducteurs, flavonoides, leucoanthocyanes, tanins catéchiques. Cependant,
anthraquinones libres et anthraquinones combinées C-hétérosides et O-hétérosides,
tanins galliques et les mucilages n’étaient pas présents. L’activité antibactérienne de
I'extrait méthanoique de Halopteris filicina a indiqué des zones d’inhibitions a partir 100
mg d’extrait pour l'espéce Escherichia coli et de 100 mg pour I'espéce Staphylococcus
aureus. Toutefois, l'extrait méthanoique présentait un effet bactéricide vis a vis

d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus.

Mots clés :

Halopteris  filicina, Souches bactériennes, Activité antibactérienne, Screening

phytochimique, Antibiogramme.



Abstract

This master’s work aims to determine the screening phytochemical and antibacterial
activity of algae Halopteris filicina very abundant and used for, Its various therapeutic

effects in Algeria.

In this study, the species Halopteris filicina was collected at the Annaba wilaya for the
preparation of the methanoic extract. Phytochemical screening allowed us to highlight
the presence of secondary metabolites at Halopteris filicina, similarly the results reveal
the presence of anthocyanins, alkaloids, Saponosides, reducing compound, flavonoids,
leucoanthocyans, catechic tannins. However, free anthraquinones and anthraquinones

combined

C-heterosides and O-heterosides, gallic tannins and mucilages were not present. The
antibacterial activity of the methanoic extract of Halopteris filicina indicated inhibition
zones from 100 mg of extract for the species Escherichia coli and 100 mg for the species
Staphylococcus aureus. However, the methanoic extract had a bactericidal eftfect on

Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

Keywords:

Halopteris filicina, Bacterial strains, Antibacterial activity, Phytochemical screening,

Antibiogram.
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Introduction

Les océans et les mers couvrent environ 75% de la surface terrestre, abritant un
écosysteme marin exceptionnellement diversifié en raison de la multitude d'organismes
qui y vivent, y compris les algues (Radmer et Parke, 1994). Les algues sont des végétaux
beaucoup moins connues que les plantes terrestres et beaucoup plus difficiles a voir. Elles
s'installent principalement dans les milieux aquatiques, notamment marins et sous-marins,
et forment un ensemble d'organismes trés variés qu'il est tres difficile de présenter de
tagon trés simple. La mise en valeur de la biomasse algale est 1'un des programmes
internationaux les plus prometteurs dans le domaine de I'exploitation du milieu marin. Les
algues ont acquis un large éventail de composés chimiques, oftfrant une protection contre
de nombreux agresseurs a la fois biotiques et abiotiques. Ces plantes générent une grande
quantité de métabolites secondaires comme les polyphénols (Pohnert, 2004 ; Paul e al,
2006 ; Blunt e al., 2006).. Ces dernieres années, la production de ces métabolites a connu
une augmentation significative, avec un nombre considérable d'activités biologiques
différentes, comme l'activité antimicrobienne (L tahiri e/ o/, 2001 ; Smit, 2004 ; Bhakuni et
Rawat, 2005; Blunt et al., 2006 ; Etahiri et al, 2007 ; Oumaskour et al., 2012 ; Boujaber et

al., 2016).

Etant donné la croissance de l'utilisation des macroalgues dans différentes
applications, le marché mondial des macroalgues a connu une croissance exceptionnelle.
De 1995 a 2012, la période de la quantité de macroalgues produites a augmenté de plus de
176 %, notamment pour les Phaeophycées (macroalgues brunes) et les Rhodophycées
(macroalgues rouges). En 2014, les macroalgues représentaient 21 millions de tonnes
d'algues fraiches, dont 94 % étaient issues de I'aquaculture. Dans l'avenir, les macroalgues
mondiales pourraient atteindre un montant de 21,11 milliards de dollars, avec un taux de
croissance de 8,4 %. De maniere générale, les macroalgues rouges et brunes servent de
nourriture marine pour les étres humains et les animaux. En Europe, les industries
colloidales sont encore principalement utilisées pour les macroalgues marines, avec une
part de 75 % pour les agars (Rahikainen e/ al, 2021). Les molécules précieuses des
macroalgues sont tres diversifiées et ont souvent des caractéristiques physico-chimiques
et/ou biologiques intéressantes, comme les protéines, les polysaccharides, les vitamines,
les pigments et les polyphénols. Ainsi, la reprise et la caractérisation de ces biomolécules
ont connu une augmentation significative au cours de la derniere décennie, afin de rendre
la bioraffinerie des macroalgues réalisable et viable. On utilise les algues dans diftérents
secteurs, comme l'énergie, l'alimentation, les aliments pour animaux, les cosmétiques, les

nutraceutiques ou la pharmacologie (Hadjkacem et al., 2022) .



Introduction

Nous avons donc choisi de focaliser nos efforts sur deux principaux objectifs, d’une
part faire la screening phytochimique de Halopteris filicina et d’autre part tester I'effet
antibactérien vis-a-vis de 2 souches (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) par la

détermination de I'antibiogramme.

Ce manuscrit comportera trois chapitres principaux :

o Le premier chapitre, sera consacré a la recherche bibliographique. 11
comportera des généralités sur Halopterss filicina ainsi que ses activités
biologiques.

o Le second, est un chapitre expérimental consacré aux méthodes utilisées pour
'étude du screening phytochimique et de I'activité antibactérienne.

o Le troisieme chapitre mentionnera les diftérents résultats obtenus et leur

comparaison avec ceux de la littérature viendra enserrer ce chapitre.

Enfin ce manuscrit sera cldturé par une conclusion et des perspectives pour l'ensemble

du travail.
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Chapitre I : Matériel et Méthodes

I. Botanique de I'algue

I.1. Description

L'algue Halopteris filicina, est une algue brune dont la taille maximale est de 15 cm. La
couleur de cette algue variée du brun clair au vert olive. Le thalle se compose d'un point
central, qui peut étre ramifié, et de rameaux alternés disposés dans un seul plan, conférant a
I'ensemble une apparence de fougeére ou de petit sapin. Les branches ont elles-mémes des
ramules alternées. Les sphaceles se trouvent a l'extrémité des ramules, d'ou surgissent les
nouveaux rameaux latéraux. La base du thalle présente fréquemment un stipe presque
completement dépourvu de branches. Les rhizoides sont responsables de la fixation du thalle
au substrat, L'axe principal est composé de quatre cellules, recouvertes d'une couche de
cellules corticales. La structure de cette algue est plutdt rigide (Bunker e/ al, 2017 ; Keum et

al., 1995).

Figurel: Halopetris filicitna (Mansouri, 2021).



Chapitre I : Matériel et Méthodes

I.2. Synonymies et noms vernaculaires
Halopteris filicina peut avoir comme synonymie Ceramium filicinum, cette algue est
également connue sous différents synonymes et noms vernaculaires. Parmi ceux-ci, on
retrouve (Garcia ef al, 2019 ) :
V' Sphacelaria disticha Vahl
V' Sphacelaria filicina

V' Sphacelaria sertularia

I.3. Classification

La classification de l'algue Halopteris filicina est comme suit (Garcia ef al., 2019) :

Phylum Ochrophyta
Embranchement Ochrophyta
Classe Phaeophycea
Ordre Sphacelariales
Famille Stypocaulaceae
Genre Halopteris

Espéce Halopteris filicina




Chapitre I : Matériel et Méthodes

I.4. Répartition géographique

La présence de Halopteris filicina est répandue dans toute la Méditerranée et la mer
Noire. On peut aussi la trouver dans 'Atlantique Nord-Est, depuis la Scandinavie jusqu'aux
Acores. Elle a également été mentionnée dans toutes les mers chaudes et tempérées du
monde, I’Afrique du sud, le Bahamas, le Brésil, le Chili, la Floride, le golfe persique, le Hawat,

le Japon (Leblond et al., 2012).

I.5. Reproduction

Halopteris filicina, comme tous les membres de l'ordre des Sphacélariales, possede un
cycle de reproduction digénétique isomorphe (2 générations distinctes mais ayant le méme
aspect) 1]

v" Le sporophyte génére des sporocystes uniloculaires qui sont insérés dans l'aisselle
des racines avec un court pédoncule,

v Tandis que le gamétophyte hermaphrodite (espéce monoique) génére des

spermatocytes et des oogones, qui sont généralement pluriloculaires (organe reproducteur a

plusieurs loges), qui sont également portés par un pédicelle inséré a l'aisselle des racines.

I.4. Role écologique

L’algue Halopetris filicina est halophile, ce qui signifie qu'elle pousse dans des
environnements salins tels que les marais salants et les régions cotieres. Elle remplit
plusieurs fonctions écologiques cruciales dans ces écosystemes (Clams, 2017 ; Abdulghani,
2017 ; Squadrone et al., 2017) :

v' Stabilisation des sols : Les racines de Halopetris filicina aident a stabiliser les sols
salins et a prévenir 1'érosion cotiere, ce qui est essentiel pour maintenir l'intégrité des
écosystemes cotiers fragiles.

V' Halopetris filicina participe au cycle des éléments nutritifs en absorbant des minéraux
et des nutriments du sol, puis en les relachant lorsqu'elle meurt et se décompose.

v' Habitat et nourriture pour la faune : Les algues halophiles comme Halopetris filicina

offrent un habitat et une nourriture a de nombreux animaux, tels que les oiseaux

cotiers et les oiseaux de mer.
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I.5. Utilisation et intérét économique des algues marines

Des algues marines sont utilisées dans de nombreuses industries. Actuellement, elles
sont considérées comme une source nutritionnelle et un produit a valeur croissante,
principalement en Asie ou elles sont utilisées directement comme aliments, ou indirectement
principalement par l'industrie des phycocolloides. Elles sont employées en tant qu'engrais et
fourrages dans l'agriculture, dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique, dans le textile, et

~

dans de nombreux autres secteurs (Chopin, 1997) :

v' Alimentation animale :

Depuis de nombreuses années, les animaux vivant sur les bords de la mer consommaient
des macro-algues brunes, en particulier dans les pays ou elles étaient rejetées sur le
rivage. De plus, l'algue rouge Palmaria palmata était connue sous le nom de "goémon a
vache". Les premiéres expériences de compléments alimentaires pour les animaux
d'élevage ont révélé une acceptabilité, une digestibilité et une assimilation satisfaisantes
des algues (Chopin, 1997). De nos jours, la création de farines a renforcé la disponibilité
de macro-algues pour les animaux. Les macro-algues telles qu'Ascophylum nodosum et
Laminaria digitata raichement sont coupées en fines particules et passées au séchage.
D'apres leurs études, ils ont démontré qu'elles renfermaient des quantités significatives de
minéraux, d'oligoéléments et de vitamines. Le fer, le zinc, le cobalt, le chrome, le
molybdene, le nickel, le fluor et l'iode sont des oligo-éléments indispensables pour les
mammiféres en des quantités limitées (Chouikhi, 2013).

v' Alimentation humaine:

Les algues sont consommées depuis le début de 'humanité en Asie. La consommation
directe d'algues est plus marginale et plus récente en occident. Ces grandes algues
renferment des protéines, des lipides, des vitamines et des minéraux, ce qui en fait une
source d'aliment précieuse. Environ 75% de la production mondiale d'algues est utilisée
directement pour l'alimentation humaine. Aujourd'hui, certains pays autorisent la vente

de 14 macro-algues et micro-algues alimentaires (Noziah et Ching, 2000).
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v" Industrie alimentaire:

Les algues sont utilisées dans l'alimentation de maniére discréte, en raison de ses
propriétés technologiques, depuis le début des années soixante. L'agar et l'alginate sont
désormais des éléments indispensables dans le secteur agroalimentaire. (Marfaing, 2004).
Apres avoir été purifié, déshydraté et broyé, le mucilage de ces algues donne naissance a
la poudre d'agar-agar, principalement utilisée pour gélifier de nombreux produits
alimentaires, ainsi que pour les milieux de culture pour les microorganismes ou les
cultures 7z vitro (Chouikhi, 2013).

v’ Agriculture:

Depuis des siecles, les habitants des régions cotieres fertilisaient leurs terres en utilisant
des macro-algues, en particulier les grandes algues brunes, qui sont généralement
collectées sur les plages, puis lavées et coupées. Les macro-algues ont des effets
différents en tant que fertilisants en fonction de l'algue utilisée. Ce n'est généralement
pas seulement a cause des composants chimiques de 1'algue et de sa valeur nutritionnelle,
mais aussi des propriétés physiques des polysacharides de l'algue qui contribuent a
améliorer la structure du sol (Kim, 1970). Il serait bénéfique d'utiliser des fertilisants
naturels afin de réduire la consommation d'engrais chimiques et des traitements
phytosanitaires traditionnels qui polluent le sol et la récolte (Pérez, 1997).

v Domaine pharmaceutique et médical:

De nombreux éléments chimiques extraits des macro-algues sont biologiquement actifs, dont
certains ont une activité pharmacologique efficace (Rorrer et Cheney, 2004). Environ 4000
métabolites nouveaux ont été découverts aujourd'hui a partir de différents organismes marins
et jusqu'aux années 1990, ce sont les algues qui ont le plus captivé les chercheurs (Praud,

1994).
v" Biotechnologie:

La biotechnologie des macro-algues marines implique trois étapes : la création de la cellule et
la culture cellulaire, la création de photobioréacteurs et 1'identification des méthodes pour
produire des métabolites secondaires (synthése biomimétique) (Rorrer et Cheney, 2004). Le
domaine émergent de la biotechnologie marine est l'ingénierie biotechnologique des macro-

algues marines pour la fabrication de ces composés. La protéine phycoérythrine (PE)
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présente dans les Rhodophycées est déja employée dans les domaines biotechnologiques comme

colorant ou teinture dans des réactions d'immunofluorescence (I'leurence, 1999).
v" Dans le traitement des eaux usées:

La méthode de lagunage oftre une solution économique et performante a des systémes de
traitement (les déchets des villes, de l'industrie, des fermes aquacoles et des entreprises
agricoles). Les cultures d'algues en bassin ont montré que les algues sont capables
d'absorber les nutriments provenant des élevages piscicoles (Cohen et Nori, 1991). Les
macro-algues ont montré leur intérét pour le traitement des eaux usées en eau salée dés la fin

des années 70 dans des mélanges d'eau usée et d'eau de mer (Guist et Humm, 1976).
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I1.1. Matériel biologique

L’algue Halopteris filicina (Fig02) a été récoltée en plongée et manuellement a I'aide d’un
couteau au niveau du Cap de Gard (Annaba). I'échantillon prélevé est rincés délicatement a
I'eau de mer puis transporter au laboratoire dans des filets a petites mailles pour libérer de
I'eau et ne pas perdre les individus. Le choix de cette espéce est justifié par son abondance
dans la région d’étude. L’algue fraichement récoltée, est séchée a 'ombre dans un endroit sec

et aéré puis broyée en poudre avant d’étre utilisée.

Figureo2 : Algue marine Halopetris filicina (Mansouri, 2021).

II.2. Extraction

Le travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie de l'université 08 Mai 1945
Guelma. La poudre fine de Talgue séchée a été macéré dans wune solution
hydro-alcoolique (méthanol/eau: 8/2: v/v) pendant 24 heures. Aprés macération,
la solution a été filtrée et concentrée sous vide a 45 °C au évaporateur rotatif puis

conservés dans des flacons stériles hermétiquement fermés a 4 °C.
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II.3. Souches bactérienne

Les germes utilisés sont des souches de références de type ATCC (American Type
Culture Collection), ils constituent d’excellents modeles pour la recherche de Teftet
antibactérien des substances naturelles ou de syntheses. Les souches utilisées sont:
Escherichia coli ATCC 29212 et Staphylococcus aureus ATCC 25923. Aussi, des souches
hospitaliéres fournies par Dr. Lamia Benhalima L. (Maitre de conférence a I'université 8 Mai

1954 Guelma), ont été utilisée. Les souches sont : Escherichia coli et Staphylococcus aureus

I1.4. Milieux de culture

Suivant les méthodes employées et les souches étudiées, nous avons utilisé plusieurs
milieux tels que la gélose nutritive, Hektoen, Chapman, Cétrimide, gélose Muller Hinton et

du bouillon nutritif.

IL.5. Tests phytochimiques

Le screening des diftférentes classes de métabolites secondaires a été réalisé selon les
méthodes colorimétriques décrites par Ldeogal e al, (2005) et Karumi ef al,. (2004). La
présence de métabolites secondaires a été déterminée par des réactions de précipitation,

de turbidité ou de changement de couleur.

II.5.1. Préparation de I'infusé, du décocté et de 'extrait chloroformique

Pour la préparation de l'infusé a 10 %, nous avons placé 10 g de 'algue en poudre dans
100 ml d’eau bouillante, aprés 15 min on procéde a la filtration et a la récupération de I'infusé
puis compléter a 100 ml. Pour le décocté, nous avons rajouté a 2 g de la plante en poudre 100
ml d’eau, porté a I'ébullition pendant 30 minutes, aprés refroidissement et filtration, on
réajuste le volume a 100 ml. Pour I'extrait chloroformique, nous avons rajouté a 1 g de la
plante en poudre 10 ml de chloroforme, puis chauffé pendant 3 minutes au bain-marie,

ensuite filtrer a chaud et complété a 10 ml.
II.5.2. Tanins

Dans un tube a essais, nous avons pris 5 ml de I'infusé auquel nous avons ajouté goutte
a goutte 1 ml d’une solution de chlorure ferrique (FeCls) a 1 %. L’apparition d'une coloration
verdatre indique la présence des tanins catéchiques et celle en bleue noirdtre indique la

présence de tanins galliques.
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I1.5.3. Anthocyanes

Diviser l'infusé a 10 % sur 38 tubes, le 1¢ tube de l'infusé sera considéré comme le
témoin, nous avons rajouté au 2°m¢ tube de I'infusé quelque gouttes d’acide chlorhydrique
(HCl) a 37 %, ensuite, nous avons rajouté quelques gouttes d’hydroxyde d'ammonium
(NH4OH) au 8™ tube de I'infusé. La recherche des anthocyanes est basée sur le changement

de la couleur de I'infusé avec le changement du pH.
I.5.4. Leucoanthocyanes

Nous avons mélangé 5 ml de l'infusé a 10 % avec 4 ml d’alcool chlorhydrique
(éthanol /HCI a 37 % - 3V/V). Aprés un chauffage au bain marie a 50 °C pendant quelques

minutes, 'apparition d'une couleur rouge cerise indique la présence des leucoanthocyanes.
I.5.5. Flavonoides

Dans un tube a essais, nous avons induit 5 ml d’infusé, puis rajouter 5 ml d’alcool
chlorhydrique (alcool a 95°, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volume), 1 ml
d’alcool isoamyliqie puis quelques copeaux de magnésium. Il se produit une réaction de
crépitation pendant quelque minute. L’apparition d’une coloration rose orangée (flavones) ou
rose-violacée (flavanones) ou rouge (flavonones, flavanonols) rassemblée dans la couche

surnageant indique la présence d’un flavonoide.
II.5.6. Saponosides

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 2 ml du décocté
puis la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé pendant 10 min et la
teneur en saponosides est évaluée (pas de mousse = test négatif, mousse moins de lcm = test

taiblement positif, mousse de 1-2 cm = test positif, mousse plus de 2 cm = test tres positif).
I1.5.7. Mucilages

Nous avons introduit 1 ml du décocté dans un tube a essai et rajouté 5 ml d’éthanol
absolu. Aprés une dizaine de minutes, I'obtention d'un précipité floconneux par mélange

indique la présence de mucilage.
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I1.5.8. Composés réducteurs

N

La détection des composés réducteurs consiste a mélanger 1 ml du décocté avec 2 ml
d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer. Un test positif est révélé

par la formation d'un précipité rouge-brique.
I1.5.9. Alcaloides

Nous avons procédé a une macération sous agitation pendant 24 heures de 5 g de la
poudre dans 25 ml d’acide sulfurique (HoSO4) a 10 % a température ambiante. Apres
filtration sur un papier Whatman. Introduire 1 ml du filtrat dans un tube a essai, puis 5
gouttes de réactit de Mayer ont été rajoutées. La présence d’'une turbidité ou d'un précipité

blanc jaunatre, apres 15 minutes indique la présence d’alcaloides.
I1.5.10. Terpeénes et stérols

Nous avons procédé a une macération de 5 g de la poudre dans 20 ml d’éther de pétrole.
Apres filtration et évaporation la phase organique dans un bain de sable a 90 °C, le
résidu est dissout dans 5 ml d’acide acétique en ajoutant 1 ml d’acide sulfurique concentré.
Dans la zone de contact, entre les deux liquides ils se forment un cercle marron ou violet qui

vire vert le gris, ce changement indique la présence de stérol et de terpene.
II.5.11. Dérivés anthracéniques

Pour les anthraquinones libres, mélanger 1 ml de l'extrait chloroformique avec 1 ml
d’ammoniaque (NH4OH) dilué (V/V: 1/1) puis agité. Une coloration plus et moins rouge
indique la présence d’anthraquinones libres. Pour les anthraquinones combinées, a partir de
I'extrait chloroformique, nous avons préparé un hydrolysat auquel il a été ajouté 10 ml
d’eau, 1 ml d’"HCI concentré puis maintenir le tube a essai au bain-marie bouillant pendant 15
minutes. Filtrer, puis récupérer 5 ml de 'hydrolysat et faire agiter avec 5 ml de chloroforme,
récupérer la phase organique puis rajouter 1 ml de NH,OH (dilué a %) et agiter. La présence
d’anthraquinones est révélée par I'apparition d’'une coloration rouge plus ou moins foncée. La
réaction peut étre plus poussée par addition a 5 ml de I'hydrolysat 3 a 4 gouttes de FeCls a
10 % puis agitation avec 5 ml de chloroforme. En présence d’'une coloration rouge plus ou

moins intense indique la présence de anthraquinones combinées de type O- hétérosides.

Nous avons repris la phase chloroformique par 10 ml d’eau et 1 ml de FeCls a 10 %.

Apres ébullition au bain-marie pendant 30 min, nous avons rajouté a la phase chloroformique
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5 ml de chloroforme et 1 ml de NH4OH (dilué a 1/2). Une coloration rouge plus ou moins

intense indique la présence des anthraquinones combinées de type C-hétérosides.

II.6. Activité antibactérienne

I1.6.1. Préparation d’extrait

L’extrait méthanoique préparés au paravent est repris dans de l'eau distillée stérile a

200 mg/ml.

II.6.2. Antibiogramme

L’activité antibactérienne de l'extrait méthanoique a été évaluée par la méthode de
diffusion en milieu gélosé décrite par Bauer ¢f al, (1966). A partir de colonies jeunes de 18 a
24 heures, une suspension bactérienne est réalisée dans de 'eau physiologique stérile a 0,9 %
de NaCl est préparée pour chaque souche bactérienne. La turbidité de cette suspension est
ajustée a 0,5 Mc Farland puis diluée et étalé a l'aide d'un écouvillon sur boites Pétri
contenant de la gélose Mueller-Hinton. L'extrait est déposé a 100 mg dans des puits. Les
boites Pétri sont d’abord laissées pendant 2 heures a 4 °C avant d’étre incubées dans une
étuve a 37 °C pendant 24 heures. L'évaluation de l'inhibition est réalisée par la mesure du

diametre de la zone d’inhibition autour de chaque puits. Nous avons utilisé un témoin négatif

(eau distillé stérile) et un témoin positif (gentamicine 10 pg).
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Chapitre III : Résultats et Discussion
II1.1. Rendement

L’extrait méthanoique a été caractérisé par sa couleur et son rendement par rapport a
la poudre seche de Halopteris filicina. En matiere de rendement, 'extrait méthanoique a
présenté un rendement en extrait assez faible de I'ordre de 0,4 % par rapport au 206 g de
poudre. Pour l'aspect et la couleur, il été de couleur marron trés foncé de forte odeur
(Fig0o3). Le rendement est tres sensible au choix de la période de récolte de I'algue. Aussi le
rendement peut varier selon le climat, la zone géographique, la génétique de la plante et la

méthode d’extraction employée (Belhaoues ef al., 2020).

Figure 03 : Aspect de I'extrait méthanoique.
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III.2. Caractérisation phytochimique

Les résultats de I'étude phytochimique effectuée sur l'algue Halopteris filicina, sont

reportés dans le TableauO1.

Tableau 01 : Caractérisation phytochimique de I'algue Halopteris filicina:

Molécules détectés Résultat
Anthocyanes +
Alcaloides +

Anthraquinones libres -
O-hétérosides -
C-hétérosides -

Anthraquinones combinées

Composés réducteurs +
Flavonoides +
Leucoanthocyanes +
Mucilages -
Tanins Catéphiques +

Galliques -
Saponosides +

(+) : Présence
(-) : Absence

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des
métabolites secondaires au niveau de l'algue Halopteris filicina. la détection de ces
composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions
de précipitation, de turbidité ou un virage de couleur. Les résultats révélent la présence
des anthocyanes, des alcaloides, des composés réducteurs, des flavonoides, des
leucoanthocyanes, des tanins de type catéchiques et des saponosides. Tout fois, les mucilages

et anthraquinones libres n’étaient pas présents.

Les propriétés antibactériennes des métabolites secondaires chez les algues peuvent étre
utilisées comme des mécanismes de défense actifs contre 1'épiphyte dans l'environnement
marin et préserver la capacité de régénération rapide apreés les dommages causés par
I'environnement (Vlachos et al, 1997). Les tlavonoides ont un impact crucial, car ils offrent
une protection contre le stress et favorisent une tolérance aux métaux lourds. Les
flavonoides, en dehors des végétaux, ont divers effets pharmacologiques. Ils jouent un role
essentiel dans le traitement des problémes de circulation sanguine et capillaire. De plus, ils
préviennent l'oxydation des aliments d'origine végétale, ce qui les rend célebres
antioxydants pour leur effet anti-radiculaire (Malkhloufi, 2013). Plusieurs études ont montré

la relation entre la structure des flavonoides et l'activité antibactérienne (Cushnie, 2005 ;
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Cushnie et Lamb, 2005). Les flavonoides sont des substances phytochimiques qui se trouvent
dans divers organismes, y compris les algues. Leurs vertus antioxydantes, anti-
inflammatoires, anticancéreuses et autres avantages pour la santé sont bien connues (Lima

et al, 2015).

Les alcaloides constituent un ensemble de composés organiques azotés provenant de
végétaux, plus ou moins basiques, parfois complexes, qui peuvent entrainer des réactions
chimiques communes et avoir une activité physiologique marquante. Les recherches
scientifiques ont largement documenté leur présence et leur répartition dans les algues

(Carvalho et al., 2016).

Les saponosides sont des substances chimiques présentes dans divers organismes,
notamment certaines algues. Les saponosides peuvent se trouver dans les algues a
différentes concentrations. Les algues marines sont connues pour contenir des saponosides
dans leurs tissus. Diftérents roles peuvent étre joués par ces composés, tels que la protection
contre les prédateurs, la régulation de la croissance et du développement, ainsi que la

protection contre le changement climatique (Holdt ¢z al, 2011).

Les anthocyanes, sont des pigments naturels qui varient du rouge orangé au bleu
pourpre dans le spectre visible. Ils ont un réle crucial dans la préservation de 1'algue face aux
agressions de l'environnement. Een raison de leur pouvoir colorant élevé, de leur solubilité
en milieu aqueux et I'absence de toxicité, elle peuvent étre utilisés comme substitut aux

colorants synthétiques utilisés dans l'industrie agroalimentaire (Azevedo ef al., 2010).

Certains organismes, tels que les algues, produisent des substances visqueuses appelées
mucilages. Il a examiné leur présence et leur fonction dans les algues dans la littérature
scientifique (Roussis ¢f al, 2000). Chez les algues, en particulier chez les Phaeophycées et les
Rhodophycées, le mucilage est issu du développement important de la lamelle moyenne, qui
peut gonfler au contact de l'eau. Ce gonflement peut étre trés important et entrainer une
augmentation de plusieurs fois du volume de la substance. La lamelle moyenne contient des
substances gonflantes qui forment le mucilage de drogues comme Stipes Laminariae, Fucus
et Carrageen. A I'état plus ou moins pur, elles sont isolées d'autres espéces de Phaeophycées
et Rhodophycées et constituent les alginates et I'Agar-Agar. De ce point de vue, ces
mucilages sont enchéssés dans le tissu de ces algues. La forme plus ou moins attractive de
ces plantes et leur grande perméabilité ne requierent pas toujours la pulvérisation de la peau

(Aellig, 1952).

15



Chapitre III : Résultats et Discussion

Les terpénoides et les stéroides constituent probablement la plus large classe de
composés secondaires (Krief, 2003). Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés
possédant une structure moléculaire construite d'un monomeére a 5 carbones appelé isopréne,
ces composés sont majoritairement d’origine végétale. Dans le régne végétal, les terpénoides
sont considérés en tant que métabolites secondaires qui jouent des roles écologiques
importants, notamment en contribuant aux phénomeénes de communication et de défense.
Depuis I'antiquité, quelques caractéristiques des terpénoides étaient connues pour ’homme
et certaines épices ont été utilisées pour leurs particularités de parfum, leur saveur et leur

effet de conservateur (Bauer ¢/ al., 2001).

Tous les végétaux contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé
(Loto et al, 2011). Les tanins sont des substances polyphénoliques qui sont présentes de
maniére naturelle, elles constituent le quatrieme élément de la biomasse, aprés la cellulose,
les hémicelluloses et la lignine (Hernes, 2000 ; Hedges, 2000). Les tanins ont également été
observés chez les algues. Ils jouent un role fréquent dans la lutte contre les herbivores, la
préservation contre les perturbations environnementales et la régulation de la croissance des

algues (IFreile, 2012 ; Robledo, 2012).

Les leuco-anthocyanes, également appelées anthocyanes leuco, sont des pigments
présents dans certaines algues. Tout comme les flavonoides, sont des pigments qui
contiennent des substances actives qui contribuent a maintenir les vaisseaux sanguins en

bonne santé (Masquelier, 1958).

Les composés réducteurs sont des composés chimiques présents dans les algues et qui
jouent un rdle crucial dans diverses activités biologiques. Ces substances peuvent inclure des
pigments, des polysaccharides, des protéines et d'autres composés organiques qui peuvent

subir des réactions de réduction (Hamed ¢z al, 2015).

Les anthraquinones se distinguent par leur structure en noyau d’anthracénique et sont
réputés pour leurs multiples activités biologiques, telles que leurs propriétés antioxydants,
antimicrobiennes, antivirales et anticancéreuses. Ces substances ont été repérées dans
diverses especes d'algues et se trouvent fréquemment en concentrations variables en fonction

des especes et des conditions environnementales (Al ¢/ al., 2019).
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: Screening phytochimique de Halopteris filicina.

Tableau 02
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II1.3. Purification des souches bactériennes

Afin de vérifier leur pureté, les souches bactériennes ont été ensemencées et repiqués
sur des milieux de cultures spécifique, les photos prisent sont représentés dans le (tableau
03). Sur la gélose Hektoen, I'espeéce Escherichia coli se présente sous forme de petites colonies
de couleur rouge brique. Sur la gélose Chapman I'espece Staphylococcus aureus se présente

sous forme de petites colonies luxuriantes de couleur jaune.
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Tableau 03 : Aspect des cellules bactériennes sur les milieux de cultures.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Staphylococcus aureus

III.4. Effet de la gentamicine et I'eau distillée vis-a-vis des souches

bactériennes

Afin de soumettre l'extrait aux essais biologiques, la résistance ou la sensibilité
bactérienne peut également étre critique. Pour cela, la gentamicine (10 pg) a été testée
comme témoin positivé et l'eau distillée comme témoin négatif. Les résultats obtenus
indiquent que les souches bactériennes peuvent présenter des zones d’inhibitions a la
gentamicine (Tableau 04 et 05). De méme, l'eau distillée est appropriée et ne présente

aucun effet sur la croissance normale des souches bactériennes (Tableau 04).

L'espece Escherichia coli ATCC 25922 et Escherichia coli ont indiqués un effet de I'ordre de
25,6 mm et 26,3 mm pour 10 ug de gentamicine. Cependant 'espece Staphylococcus aureus

ATCC 25923 et Staphylococcus aureus ont indiqués un eftet de I'ordre de 22,6 mm et 23,3
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mm pour 10 pg de gentamicine. Donc l'algue de Halopteris filicina possede un eftet
antibactérien avec toutes les deux souches bactériennes testées, ce quexplique que ces

souches testés sont sensibles a la gentamicine.

Tableaux 04 : Effet de la gentamicine et de 'eau distillée sur les souches bactériennes

(moyenne + écart type).

Souches bactérienne Gentamicine (10 ug) | Effet antibactérien | ED

Escherichia coli ATCC 25922 25,6 £ 0,67 mm sensible 00 mm
Escherichia coli 26,3 £ 0,57 mm sensible 00 mm
Staphylococcus aureus ATCC 25923 226+ 1,5 mm Sensible 00 mm
Staphylococcus aureus 23,3 £ 0,21 mm Sensible 00 mm

ED : Eau distillée
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Tableau 05 : Effet de la gentamicine (10 pg) vis-a-vis des souches bactériennes.

Escherichia coli Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Tableau 06 : Effet de I'eau distillée vis-a-vis des souches bactériennes.

Escherichia coli Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus ATCC 25923

IIL5. Etude de 'activité antibactérienne de ’extrait méthanoique

Nous avons étudié in wvitro 'activité antibactérien de I'extrait méthanoique d’une algue
marine Halopteris filicina par la méthode de diffusion en milieu gélosé. L’activité
antibactérienne de notre extrait a été déterminée par la mesure du diamétre de la
zone d’'inhibition au tour des puits contenant I'extrait méthanoique. Les résultats obtenus a
partir de cet extrait sont représentées dans le tableau 07 et les photos prisent dans le
tableau 08. D’apres les résultats obtenus, I'extrait méthanoique de Halopteris filicina peut

avoir un eftet antibactérien sur les especes bactériennes étudiées.
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Selon le tableau 07 l'espeéce Escherichia coli ATCC 25922 et Escherichia coli ont
indiqués des zones d’inhibitions de I'ordre de 6,3 mm et 16,3 mm pour des quantités de 100
mg d'extrait méthanoique. Cependant l'espece Staphylococcus aureus ATCC 25923 et
Staphylococcus aureus ont indiqués des zones d’inhibitions de 'ordre de 21,6 mm et 21,3 mm
pour des quantités de 100 mg d’extrait méthanoique. Par contre selon (Taskin ef al, 2007)

l'algue brune Halopter:s filicina n'a également pas montré d'activité contre E. coli.

Tableau 07 : Diameétres des zones d’inhibition des souches bactérienne vis-a-vis de 1'extrait
méthanoique (Moyenne * écart type).

. Zones d’inhibitions (mm)
Souches bactériennes
Extrait 0,4 mg

Escherichia coli ATCC 25922 16,3 = 0,057
Escherichia colt 16,3 £ 0,63
Staphylococcus aureus ATCC 25923 21,6 £ 0,05
Staphylococcus aureus 21,3 £ 0,05

Les résultats obtenus ont indiqués que l'extrait méthanoique de Halopteris filicina
posséde un effet antibactérien avec toutes les souches bactériennes testées. L'algue marine
posséde des propriétés antibactériennes en raison de sa teneur élevée en minéraux,
antioxydants, vitamines et acides gras essentiels. Ces nutriments protegent les fibres de
collagéne et d'élastine, qui assurent la souplesse et la fermeté de la peau, et qui peuvent aussi
combattre les bactéries. Les algues marines contiennent depuis des millénaires des composés
anti-inflammatoires et antimicrobiens, ce qui leur confére des vertus médicinales bien
connues. Les anciens Romains utilisaient les algues pour soigner diverses affections
cutanées. Alors que des éléments anecdotiques suggérent que les anciens Egyptiens les
employaient peut-étre pour le traitement du cancer cervical. En raison de leur composition
riche en éléments bénéfiques pour la peau, les algues marines ont des propriétés
antibactériennes, ce qui explique leur efficacité contre les bactéries et leur amélioration de la

peau.

Les algues sont une source de composés bioactifs car elles ont la capacité de générer une
grande diversité de métabolites secondaires qui se distinguent par un large éventail
d'activités biologiques. Les algues brunes comme Halopteris filicina contiennent des
composés qui possedent des propriétés cytostatiques, antivirales, anthelminthiques,
antifongiques et antibactériennes (Lindequist, et Schweder, 2001; Newman e al, 2003).
Selon des recherches précédentes, il a été observé une variation de l'activité antibactérienne
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au sein d'une méme espece d'algues causée par des variations de 1'écologie, de la croissance

ou de la maturité sexuelle (Pratt ez o/, 1951 ; Burkholder ez al, 1960 ; Pesando, 1990).

Les zones d'inhibition ont été observées dans les extraits méthanoliques de deux algues, a
savoir Cystoseira barbata (12,66 £ 0,57 mm) et Halopteris filicina (11 = 1,00 mm) (Taskin e/
al., 2007). Les résultats obtenus dans notre étude different de ceux des autres recherches,
Cette disparité peut étre attribuée a différentes raisons, telles que le processus de séchage de
l'extrait, la résistance des bactéries et une concentration trop faible des molécules bioactives.
De plus, la sensibilité des bactéries est en réalité indépendante du Gram (Dorman et Deans,

2000), Selon la nature de l'extrait utilisé, cela varie (Deans et Ritchie, 1987).

Les travaux ont prouvé que les flavonoides avaient des activités antifongiques et
antibactériennes qui régulaient la croissance et le développement des bactéries. De la méme
maniére, les tanins ont une activité antioxydant puissante, ils sont de trés bons pieges contre
les radicaux libres et ils empéchent la formation de radicaux superoxydes (Abedini, 2013).
En outre, leur action antiseptique, antibactérienne et antifongique a été clairement prouvée
dans le traitement des diarrhées infectieuses et des dermatites (Daira ¢/ a/, 2016). De méme,
Les propriétés biologiques et pharmacologiques des saponosides et des anthocyanes
comprennent des propriétés antimicrobiennes, antifongiques, anti-inflammatoires et

antioxydantes (Richard, 2012).

La membrane externe des bactéries a Gram négatit joue un role essentiel en tant que
barriere de perméabilité, car elle est composée de lipopolysaccharides riches, ce qui empéche
la diffusion des molécules hydrophobes. Cependant, certaines substances phénoliques de
faible poids moléculaire peuvent se fixer a ces bactéries en se fixant aux protéines et aux
lipopolysaccharides membranaires gréace a leurs groupes fonctionnels, et se faufilant jusqu'a
la membrane intérieure plus fragile. En d'autres termes, les substances hydrophobes ont la
capacité d’altérer la membrane plasmique et la membrane externe des bactéries a Gram

négatif en la rendant perméable et en provoquant la mort cellulaire (Ouibrahim, 2015).
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Tableau 08 : Effet de I'extrait méthanoique vis-a-vis des souches bactériennes.

Escherichia coli

Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Conclusion et perspectives

A cours des résultats obtenus, il ressort que :

La richesse potentielle de I'algue Halopteris filicina en molécules bioactives.

Le rendement de I'extrait méthanoique est assez faible de 'ordre de 0,4 %.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence
des métabolites secondaires au niveau de l'algue Halopteris filicina comme des
anthocyanes, alcaloides, Saponosides, composés réducteurs, flavonoides,
leucoanthocyanes, tanins catéchiques. Toutefois, anthraquinones libres et
anthraquinones combinées C-hétérosides et O-hétérosides, tanins galliques et les
mucilages n’étaient pas présents.

L’antibiogramme a indiqué que 'extrait méthanoique de Halopteris filicina possédait un
effet antibactérien contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

L’extrait méthanoique de Halopteris filicina possédait un eftfet bactéricide vis a vis

d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus.

En perspectives, il serait judicieux de :

o

o

o

Tester I'activité antifongique.
Doser les constituants bioactifs.

Utiliser des souches pathogénes.
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