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INTRODUCTION GENERALE

Dans les mers et les océans qui recouvrent les deux tiers de la surface de la terre. Malgré les
incertitudes concernant les organismes qui devraient étre inclus-en tant qu'algues et ce qu'est
une espéce dans le contexte des divers embranchements et classes d'algues, une approche
prudente aboutit a une estimation de 72 500 especes d'algues sont recensées (GUIRY 2012).
Elles représentent la presque totalité de la flore marine et sont considérées comme les
premiers étres vivants apparus (MERIGOUT, 2006).

La recherche sur les substances naturelles est un theme porteur depuis quelques années, les
chercheurs se tournent de plus en plus vers I’identification et la caractérisation des molécules
issues de matrices naturelles, un grand intérét pour les organismes marins est né, spécialement
pour les algues qui sont définies comme étant des organismes photosynthétiques simples,
typiquement autotrophes, pluri ou unicellulaires et sont considérées comme source de vie dans

I’océan puisqu’elles y produisent I’oxygéne (FLOC'H, 2010).

La richesse et la diversité de la composition biochimique des algues ont permis leur utilisation
dans de nombreux domaines, en fonction des especes, principalement dans 1’industrie agro-
alimentaire, la chimie, la microbiologie, I’industrie cosmétique, 1’agriculture, et dans le
secteur pharmaceutique. Ils ont aussi un réle de dépollution par leur faculté a concentrer les
principes actifs présents dans I'eau de mer (MERIGOUT, 2006).

Parmi ces biomolécules algales, on trouve : des caroténoides, des fibres, des vitamines et des
minéraux; et plusieurs substances actives telles que les protéines, les acides gras, les
polysaccharides et les polyphénols qui offrent un éventail d'activité biologique, notamment le
pouvoir anti-inflammatoire, antimicrobien, anticancéreux, antiviral, anti-protozoaire,

anticoagulant, antifongique, antioxydant...etc. (TABOADA et al., 2009).

L’extraction de composés bioactifs doit é&tre faite selon des procédures appropriées,
sélectives, rentables, efficaces et respectueuses de I’environnement, avec des exigences
légales quant a I’utilisation de solvants organiques.

Les techniques d’extraction traditionnelles telles que: I’extraction au Soxhlet, I’extraction
solide-liquide (SLE), et I’extraction liquide-liquide (LLE) nécessitent beaucoup de temps, de
grandes quantités d'échantillons et de solvants organiques, qui souvent ont un impact négatif
sur I’environnement et la santé humaine, en plus de leur colt et de leur non automatisation

(SALGUEIRO-GONZALEZ et al., 2012).
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Les techniques d’extraction modernes telles que : I’extraction par fluides super critiques
(SFE), ou la technique d’extraction en phase solide, extraction assistée par ultrason (UAE),
extraction de liquide sous pression (PLE), sont fréquemment employées pour I’extraction de
composés actifs tels que les polysaccharides, les pigments naturels, les vitamines et les acides
aminés a partir d’algues, les solvants tels que le méthanol, I’éthanol et I’eau sont
généralement choisis, car leur utilisation est autorisée en industrie alimentaire, contrairement
aux autres solvants conventionnels tel que le toluéne, 1’hexane, le chloroforme ...etc. qui sont

dangereux pour I’environnement et la santé (YA FANG et al., 2011).

En général, les algues sont capables de produire une large gamme de métabolites secondaires
ayant différentes activités biologiques tel que les polyphénols qui constituent le groupe de
composes chimiques le plus distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000
structures phénoliques connues (TSAO, 2010).

Ces substances chimiques sont réputées d’avoir plusieurs activités biologiques, y compris des
propriétés antioxydantes meilleures que celles de la vitamine E (RICO-EVANTS et al.,
1995). Plusieurs travaux de recherche ont révélé que des extraits d'algues rouges et vertes, en
particulier les polyphénols ont une activité antioxydante tres intéressante (RICO et al., 2012).
De plus, ils peuvent protéger les neurones contre le stress oxydatif, stimuler la vasodilatation
et améliorer la sécrétion d'insuline (HWANG et al., 2006).

L’un des plus grands défis de nos jours est de contrdler le métabolisme oxydatif afin d’éviter
un état de stress cellulaire générateur de multiples pathologies tels que les maladies
neurodégénératives, les maladies cardiovasculaires, 1’ischémie, l'inflammation, le diabéte et
les tumeurs...etc. (AGRAWAL, 2003).

Les recherches se succédent dans le but de découvrir des molécules antioxydantes capables de
promouvoir la survie cellulaire et de bloquer une mort apoptotique provoquée par cet état de
déséquilibre. De plus, on porte un intérét accru pour la recherche de composés bioactifs avec
une puissante activité antioxydante présentant une meilleure biodisponibilité et un co(t

moindre par rapport aux molécules synthétiques. (GUERRERO, 2012).

Notre étude porte sur I’extraction des molécules d'intérét médical a partir de I’algue marine
Ulva lactuca. Pour cela nous nous sommes intéresses essentiellement a extraire des composés
phénoliques par des solvants organiques (éthanol) et tester D’activité antioxydante et

antibactérienne de cet extrait.
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Le présent travail comporte quatre chapitres :

e Le premier chapitre est une synthése bibliographique qui donne un apercu général sur les
propriétés des algues, essentiellement Ulva lactuca, un récapitulatif des procédés d’extraction
ainsi que les facteurs influencant le rendement de cette derniére et un résumé sur le stress
oxydatif et les réactions bactériennes.

e [e deuxiéme chapitre regroupe la méthodologie et I’ensemble du matériel que nous avons
utilisés pour ’extraction des composés phénoliques et 1I’évaluation de I’activité antioxydante
et antibactérienne de ces composés.

e [ troisieme chapitre est consacré a la présentation de I’essentiel des résultats obtenus.

e Enfin, ce travail est achevé par une conclusion générale.
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I. Recherche bibliographique sur les algues

I.1. Définition

Les algues sont des organismes photosynthétiques pluricellulaires représentant un groupe
hétérogéne de plantes, trés distinctes les unes des autres n’ayant que peu de caractéres en
commun (GAYRAL, 1975) et connues comme étant une source d’alimentation saine. Elles
sont classées parmi les cryptogames, dans le vaste groupe des thallophytes, vue leur
organisation rudimentaire (MANNEVILLE et al., 2009).

Elles possédent un appareil végétatif peu évolué, sans racines, ni tiges, ni feuilles, ni
vaisseaux conducteurs (ARUNACHALAM et al., 2014). La majorité se compose d’un
crampon, d’une fronde, et certaines possédent un stipe et se nourrissent a travers un processus
d’osmose (GUPTA et al., 2011).

Les algues sont des végétaux aquatiques considérees comme étant des organismes infeodés
aux zones humides (eaux marines, eaux saumatres et eaux douces) qui jouent un role
primordial dans le maintien de I’équilibre écologique du milieu aquatique (RIADI, 1998). La
présence de chlorophylle est I'une des particularités commune pour toutes les algues (De
RIVIERS, 2002).

Les algues marines constituent un groupe diversifi¢ d’organismes et sont divisées selon leur
morphologie en :

a) Les microalgues ou algues microscopiques, composent le phytoplancton et sont a la base
de la chaine alimentaire marine. Elles flottent en pleine eau et leur taille varie, selon les
especes, de quelques micromeétres (um) a quelques centaines de um. Elles sont utilisées en
aquaculture pour l'alimentation de nombreux animaux d'élevage, comme les bivalves filtreurs.
Elles leur apportent les vitamines et les acides gras polyinsaturés nécessaires a leur
développement, qu'ils ne savent pas synthétiser eux-mémes.

b)Les macroalgues désignent les grandes algues et algues géantes. Elles se développent
surtout dans les eaux peu profondes. Elles se fixent au fond de I’eau, grace a leurs crampons.
Les algues provenant des mers chaudes mesurent rarement plus de 30 cm, alors que celles des
mers plus froides mesurent 1m et plus (POZDERKA, 2015).

1.2. Classification des grandes lignées d’algues
Les algues peuvent étre classées en une dizaine d’embranchement selon des criteres basés sur
leurs compositions pigmentaires, leurs modes de reproduction, leurs polysaccarides de réserve

ou leurs caractéristiques structurales (NIL, 2011).
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De ce fait, on distingue les organismes eucaryotes uni ou pluricellulaires avec une
pigmentation rouge relative aux algues rouges, une pigmentation jaune relative aux algues
brunes, les algues vertes a pigmentation verte et les organismes procaryotes a savoir les
cyanobactéries communément appelées algues bleues (GARON-LARDIERE, 2004).

1.2.1. Algues vertes (Chlorophycées)

Avec plus de 6500 especes, elles présentent une grande diversité de formes uni-ou
pluricellulaires (SPLINGART, 2013). Leurs plastes sont colorés en vert par les chlorophylles
‘a’ et ‘b’, aux quelles sont associés des caroténes et des xanthophylles (Figure 1.1). La
photosynthése permet la formation d'amidon, comme pour les plantes supérieures, la plupart
des algues vertes vivent en eau douce mais il existe aussi des espéces marines comme les
Ulotrichales et les Cladophorales. Cette famille d’algue joue un rdle important dans

I'oxygénation des eaux, favorisant ainsi la vie animale (GARON-LARDIERE, 2004).

Figure 1.1 :Algue verte(Ulva lactuca).

( https://www.researchgate.net/figure/The-seaweed-Ulva-lactuca-Chlorophyta-origin-
the-Netherlands_figl 325969737.)

Il. La macro-algue : Ulva lactuca

IL.1. la biologie d’Ulva lactuca

Le genre Ulva, appelée aussi laitue de mer, est I’ensemble des algues vertes. Elles peuvent se
présenter sous forme de rubans ou tubulaires (Figure 1.2), et peuvent atteindre une taille de 20
a 30 cm (WICHARD, 2015).


https://www.researchgate.net/figure/The-seaweed-Ulva-lactuca-Chlorophyta-origin-the-Netherlands_fig1_325969737
https://www.researchgate.net/figure/The-seaweed-Ulva-lactuca-Chlorophyta-origin-the-Netherlands_fig1_325969737
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Ulva lactuca est une macro algue verte comestible, a distribution cosmopolite (trés vaste)
répandue dans 1’océan atlantique et les mers attenantes (PUSHPARAJ et al., 2014). C’est
une espéce nitrophile, elle est un bio-indicateur de 1’eutrophisation d’un milieu.

Cette algue est visible surtout aux fortes périodes d'ensoleillement, la fin de I'hiver, le
printemps et I'été. Elle a une durée de vie assez courte, quelques mois en général, mais
plusieurs générations se succedent au cours de l'année (GUIRY ET GUIRY, 2008). Elle

appartient a la famille des Ulvacea (Tableau 1.1).

Figure 1.2 : Algue verte Ulva lactuca

(https://www.aquaportail.com/genre-ulva-526.html.)

11.2. Identification et caractéristiques

11.2.1. Classification

Le nom complet est Ulva lactuca. Selon BOTANY (2001), c’est une algue verte appartenant
a la famille des Ulvaceae, 1’ordre des Ulvales, la classe des Ulvophyceae incluse dans la

division Chlorophyta (Tableau 1.1).

Tableau I.1 : Classification de I’algue verte Ulva lactuca (GUIRY et al., 2008).

Embranchement Chlorophyta
Classe Ulvophyceae
Ordre Ulvales

Famille Ulvaceae
Genre Ulva
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Espece Ulva lactuca

I1.2.2. Description d’Ulva lactuca

Ulva lactuca se distingue par un thalle tres mince (moins d'un dixieme de millimétre
d'épaisseur), en forme de feuille, de couleur vert émeraude et translucide qui peut virer a la
transparence en cas de stress (BOTANY, 2001). Ce thalle est rigide a la base et plus souple a
proximité des bords de croissance avec un stipe trés court a la base, appelé aussi crampon,
constitué de petits rhizoides rigides qui sert a la fixation de 1’algue sur la roche (Figure 1.3).
Ellepeut se retrouver sous forme de touffes ou le plus souvent de lames solitaires, ces
dernieres peuvent étre plates ou ébouriffées avec de petites dents microscopiques sur les
bords. Ce sont ces bords crénelés qui la distingue de l'espéce Ulva rigida (BOTANY, 2001).
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Figure 1.3 : Schéma de I’algue verte Ulva lactuca.

(https://www.svt-tanguy-jean.com/uploads/1/2/0/4/120408978/tb-tp-5-3-organismes-
photosynthetiques-etudiant.pdf)

11.2.3 Habitat et distribution

Ulva lactuca se trouve généralement fixée sur des roches dans des zones intertidale et
sublittoral. Elle est retrouvée également en abondance dans les zones abritées et peu
profondes, des endroits bien illuminés tels que les lagunes saumatres et les ports. Elle se
développe aussi dans les zones enrichies en eau douce et de ruissellement, riches en éléments
nutritifs méme polluées. En effet, c’est une algue trés résistante a I’eutrophisation (LAMI,

2008). Sa distribution est commune et elle est largement présente dans le monde (Figure 1.4).


https://www.svt-tanguy-jean.com/uploads/1/2/0/4/120408978/tb-tp-5-3-organismes-photosynthetiques-etudiant.pdf
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Au niveau de la mer Méditerranée U. lactuca est la plus répandue des espéces du genre Ulva
(MEDITERRANEO, 2015).

B e s . o SN : -
Figure 1.4 : Carte représentative de la distribution mondiale de 1’algue verte Ulva lactuca.
(facility 2013)

11.2.4. Alimentation

La plupart des algues marines font appel a l'activité photosynthétique. L’assimilation des
nutriments se fait par les frondes qui permettent une trés bonne assimilation.

La quasi-totalité des algues, y compris les ulves, assimilent I'azote nécessaire sous la forme
d'ions NH4" (ammonium), mais les ulves présentent la remarquable particularité de pouvoir
assimiler les ions NOz™ (nitrates), ce qui explique I'implication de nombreuses especes dans

les phénomeénes de marées vertes (HAMON, 2008).

I1.2.5. Cycle de Reproduction d’Ulva lactuca

Les gamétophytes et les sporophytes se ressemblent morphologiquement (cycle isomorphe).
Le gamétophyte voit certaines cellules se différencier en gamétocystes: la paroi demeure mais
le contenu cellulaire se divise en gametes flagellées qui sont ensuite relachées dans le milieu
extérieur. Il existe deux types de gamétophytes (2 sexes) trés semblables mais I'un des
gametes est un peu plus gros et un peu moins mobile (gamete femelle) que Pautre (1égere
anisogamie). La rencontre des gametes produit un zygote diploide a partir duquel se
développe par mitoses un sporophyte. Dans des cellules marginales, les sporocystes, se
différencient des spores flagellées libérées dans le milieu extérieur et qui donnent ensuite, par
mitoses, des gamétophytes. (Tanguy, J., 2014-2015). (figure 1.5)
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Ulva lactuca — Cycle de vie
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Figure 1.5 : Cycle haplodiplophasique digénétique isomorphe légérement anisogame
de la Laitue de mer Ulva lactuca D’aprés Morére, P., et al. (2003).

11.2.6. Divers biologies
Ces algues sont visibles surtout aux fortes périodes d'ensoleillement, la fin de I'hiver, le
printemps, I'été. Elles ont une durée de vie assez courte, quelques semaines en général, mais

plusieurs générations se succedent au cours de I'année. (Hamon, F., 2008).

11.2.7. Composition Biochimique

La biodiversité extraordinaire du monde marin se traduit par I’apparition de nombreux
composeés biologiquement actifs. Les organismes marins tels que les plantes, les animaux et
les algues sont parfois exposés a des conditions extrémes de température, pH, salinité,
pression, lumiére et autres ; ce qui rend leur survie dans ces habitats complexes un véritable
défi quotidien (HAMED, 2014).

a) Les protéines et aminoacides

Plusieurs études se sont focalisées sur la composition biochimique d’Ulva lactuca. Le taux de
protéines varie considérablement d’une étude a une autre. (TABOADA 2009) a trouvé une
valeur de 17,8% sur une algue récoltéeen Espagne, tandis que (SATPATI 2011), et sur la
méme espéce récoltée en Inde, a rapporté un taux faible de 6,64%. En Turquie, (IRKIN 2014)
a démontré que la teneur en protéines varie selon la station de récolte et les saisons, la valeur
était comprise entre 4,81% - 21,21% en période d'été. Par contre une étude réalisée par
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(ROUXEL et al. 2001) d’U. lactuca récoltée en France, a montré que le taux de protéines
atteint le maximum pendant le mois de décembreet varie en fonction des saisons entre 11,3 -
23,6%.

b) Les lipides et les acides gras

Les lipides ne représentent que 1 a 5% de la matiére séche chez les algues. Ces derniéres sont
riches en acides gras polyinsaturés, particulierement les omégas 3 et oméga 6, qui jouent un
role important dans la prévention des maladies cardio-vasculaires, l'arthrose et le diabéte
(IVANOVA, 2013). Le taux total en lipides chez Ulva lactuca présente des différences allant
de 0,79 a 12%. Ce taux est fonction de facteurs environnementaux, des techniques de culture,
de la composition du milieu ...etc. Cependant, cette algue constitue une source potenticlle de
lipides simples et de glycolipides qui varient aussi selon I'habitat, la lumiére, la salinité et la
pollution (ILKNUR, 2015; IVANOVA, 2013; SATPATI, 2011).

c) Les polysaccharides et les fibres alimentaires

Les algues sont genéralement riches en carbohydrates. En effet, Ulva lactuca est caractérisée
par un pourcentage ¢levé (jusqu’a 22% de la maticre seche) de fibres alimentaires
polysaccharidiques résistantes aux enzymes digestives humaines (SATPATI 2011). Elles sont
utiles pour leurs propriétés fonctionnelles et/ou biologiques comme ingrédients bioactifs
potentiels dans les aliments; mais aussi dans la fabrication du compost, du papier, pour leur
capacité de gélification ou leurs activités antivirales (YAICH, 2011). Les principaux

polysaccharides d’Ulva lactuca sont les ulvales qui sont des polysaccharides sulfatés.

d) Les vitamines et les minéraux

Ulva lactuca comme la plupart des algues est une bonne source de vitamines du groupe B (B,
B et B12) (HAMED, 2014). Elle pourrait représenter une source essentielle de vitamine B
pour les humains, en particulier pour les végétariens stricts, qui sont couramment déficients en
cette vitamine (WATANABE, 1999). La vitamine A est néanmoins la plus abondante, bien
que la vitamine E et la vitamine C soient présentes en grandes quantités également
(TABOADA, 2009).

Les algues sont tres riches en minéraux essentiels et en oligo-éléments tels que le calcium, le
sodium, le potassium et le magnésium (HAMED, 2014).

L’analyse de la composition minérale d’Ulva lactuca a montré un contenu équilibré en

sodium et en potassium respectivement 15,9 et 15,6 g/kg, ce qui est intéressant d’un point de
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vue nutritif. La concentration en magnésium est équivalente a 20,94 g/kg (TABOADA,
2009).

Les algues sont une source importante de calcium et phosphore puisque leur contenu dépasse
celui des pommes, des oranges et des pommes de terre (HAMED, 2014). En effet, selon
(TABOADA 2009), la concentration en calcium est de ’ordre de 5,24 g/kg.

L’une des caractéristiques des algues marines est leur forte teneur en iode, compte tenu de
leur milieu de vie (HAMED, 2014). Ulva lactuca est également riche en fer avec une teneur
allant de 2 a 7 g/kg (TABOADA, 2009) et peut atteindre 77 g/kg selon (SIRBU et al. 2006).

e) Les pigments et les composés phénoliques

Les pigments photosynthétiques sont des composés bioactifs qui sont capables de capter
I'énergie solaire. La couleur des algues est due a la présence ou absence de pigments
chlorophylliens représentes par quatre types de chlorophylles qui different par de légéres
modifications structurales (SIRBU, 2006 ; HAMED, 2014). On distingue, surtout la
chlorophylle «a» dont la présence est nécessaire a la photosynthese chez toutes les algues
photosynthétiques (SATPATI 2011 et SIRBU 2006).

Le contenu en chlorophylle chez Ulva lactuca est de 0,77 mg/g. Outre la chlorophylle on
trouve aussi des pigments caroténoides. Ceux-ci se caractérisent par une structure chimique
complexe, et conferent une couleur jaune-rougeéatre aux algues (SIRBU, 2006).

Les composés phénoliques sont généralement trouvés dans les écosystemes terrestres, les
plantes marines, les micro et macro-algues (TRIGUI, 2013) ; Ils sont susceptibles de
présenter différentes activités biologiques y compris des proprietés anti-oxydantes et
antimicrobiennes. Selon (BRAVO 1998), il existe au moins 8000 polyphénols bioactifs
différents. L’étude de TRIGUI en 2013 avance que le contenu phénolique total chez Ulva
lactuca est de I’ordre de 9 mg PHG / g (mg équivalent d'acide phloroglucinol par g d'extrait
d’algue séche).

f) L’eau

Les algues sont généralement constituées de 90% d’eau, localisée dans la vacuole de la
cellule, ainsi que dans le cytoplasme et la paroi cellulaire (FALLER, 2011). (ILKNUR 2015
et SATPATI (2011) ont rapporté qu’Ulva lactuca contient entre 76 et 83,56% d’eau. Cette
valeur est variable en fonction des nutriments présents dans le milieu. Une diminution de la
teneur en eau a été enregistrée en présence d’une source de carbone, alors que la présence des

nitrates dans le milieu I’augmente considérablement (ILKNUR, 2015).
12
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g) Les cendres
La teneur en cendres dans les algues est plus élevée que dans les plantes terrestres. Chez Ulva
lactuca, la teneur est variable d’une étude a une autre, allant de 11 a 35% selon le milieu de

croissance de I’algue (ILKNUR, 2015; iRKIN, 2014).

En résumé, la composition biochimique d’Ulva lactuca varie en fonction de la distribution
géographique, des saisons et des principaux facteurs environnementaux comme la température

de l'eau, la salinité, la lumiére, les nutriments et les minéraux disponibles.

11.2.8. Applications et usages des chlorophycées :
L’intérét des algues: Les algues d’origine marine occupent une place importante en
pharmacologie et en médecine et de ce fait, font ’objet d’une exploitation industrielle

importante : (alimentation, cosmetologie, agriculture et élevage...) (KORNPROBST2005).

a) Alimentation

Etant la principale utilisation dans le monde, les algues utilisées dans I’alimentation se
répartissent entre les trois groupes : Chlorobionte (vert), Rhodobionte (rouge), et
Chromobionte (brune) mais il ne s’agit pas toujours especes unique. la prépondérance
asiatique dans ce domaine apparait dans la terminologie des specialités alimentaires,
essentiellement Japonaise, pauvre en calorie par mangue de sucre assimilable et de matiere
grasse et riche en fibres non digestible, protéine, sels minéraux et vitamine, les algues
alimentaires sont utilisées surtout dans les régimes diabétiques (PROVASOLI ET
CARLUCCI, 1974 IN KORNPROBST 2005) les algues sont également utilisées dans
I’alimentation du bétail. Elles sont désormais commercialisées sous forme de farine pour

I’alimentation animale (HUGH, 2003).

b) Cosmétologie

L’utilisation d’algue et des extraits d’algue dans les cosmétique et apparue surtout dans les
pays développés, depuis le dernier quart du XXe siecle. Les extraits d'algues sont
régulierement utilisés dans les cremes cosmétologiques (SPOLARE 2006). Pour des raisons
de formulation, on note que I’utilisation de poudre d’extraits d’algues est plus fréquente que

’utilisation de végétaux entiere. Certaines molécules d’origine algale sont méme utilisées en

13



Recherche bibliographique

tant qu’excipient dans I’¢laboration de produit dermatologique (alginate). De nombreuses
recherches tendent a valorisées 1’utilisation des algues, notamment a la vue des enjeux
¢conomiques considérables liées aux produits cosmétologiques d’appellations biologiques
(DABOUINEAU 2004). La fabrication de microbille d’alginate, capable d’encapsuler des
principes actifs et des colorants cosmétique et un exemple flagrant du potentiel éco sociétal

des substances polymériques d’origine algale.

c) Agriculture et élevage
Trois secteurs de I’agriculture utilisent les algues marines :

v" L’emploi de maérl pour ’'amendement des sols acides.

v' Emploi des algues comme fertilisant et engrais par exemple varech ou goémon.

v’ Utilisation des phycocolloides pour la rétention de I’humidité des sols.
Quelques revues presentes tous les aspects de I’utilisation des algues en agriculture et
contiennent en abondante bibliographie detaillées, en particuliere (BLUNDEN 1991) c’est
surtout de forme de farine, de poudre ou de tourteaux qu’elles sont le plus utilisées en

Bretagne et Normandie.

d) Sante

Les algues représentent une source de substances polymériques actives, mise en eévidence par
des nombreux travaux de recherches. Les potentielles thérapeutiques de certaines de ces
substances sont extrémement prometteurs notamment comme agent microbien ; agent
antiviraux ou pour leur activités envers certaines pathologies (NAKAJIMA 2009). Un extrait
d’une algue verte marine, le diméthyl-sulfonio-propionate, a été mis en évidence et présente
des potentialités anticancéreuses. Certains hétéros polysaccharides sulfatés matriciaux comme
les fucoidanes, sont également appropriés pour lutter contre le processus de formation et de
croissance de tumeurs malignes (BOISSONVIDAL 2007).

e) Actions thérapeutiques et usages phytopharmaceutiques
Sur le plan thérapeutique, les algues ont connu un intérét grandissant en tant que source de
molécules bioactives. Les propriétés et activités biologiques présentées par ces molécules sont
vastes ; telles que les activités antibactérienne, anti-inflammatoire, antiproliférative, antivirale,
antifongique, antinéoplasique, anti-cancéreuse, anti-obésité, antidiabétique, antihypertenseur,
hypolipémiante et antioxydante (CABRITA 2010 et XU 2004)
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11.2.9. L’exploitation et la culture d’Ulva lactuca en aquaculture :

L’extraction de différents produits d'Ulva lactuca offre des opportunités de développer de
nouveaux produits et des applications commerciales.Jusqu’a présent, les études sur 1’'usage d’Ulva
lactuca dans le domaine aquacole qui ont été réalisé se sont penchées principalement sur son
usage nutritionnel pour certaines especes d’élevages(LARAMORE et al.,2018) ainsi que
dépolluant dans les eaux usées(COPERTINO et al.,2009).Aussi, I’utilisation potentielle de la
laitue de mer en remplacement du tourteau de soja dans l'alimentation de la crevette tigrée
Penaeus monodon juveénile a aussi été envisagée par SERRANO et al.(2015).

Elle peut aussi étre utilisée pour nourrir les poissons ou les mollusques (MCCAULEY et
al.,2018).

Son utilisation s’est expansée méme vers l’agriculture ou a été prouvé que l'utilisation
agricole d'extraits d'Ulva lactuca améliore la croissance vegétative des plants de haricot
soumis a un stress hydrique (LARAMORE et al.,2018).

Les Ulves ont donc un role essentiel pour le maintien et I'expansion de l'aquaculture marine
durable (NEORI, 2008). L'intégration des algues dans les cultures danimaux marins est
reconnue depuis longtemps comme l'approche la plus prometteuse pour réduire I'exces de
nutriments libérés par l'activité aquacole, en raison de l'efficacité élevée d'absorption des
nutriments par les macroalgues, de leurs taux de croissance rapides et des aspects

économiques et pratiques de leur culture (SANTOS, 2006).

Il. 3. Les composes phénoliques

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires des plantes et des algues, ils
proviennent de la phénylalanine est donc également appelée phénylpropanoides.

Ces composés sont synthétisés de maniére biogénétique grace a une voie
shikimate/phénylpropanoide, tandis qu'une voie mévalonate génere des terpénoides. Ces deux
voies secondaires produisent un large éventail de structures monomeres et polyméres
englobant une gamme complete de rdles physiologiques et biochimiques chez les plantes et
les algues (LATTANZIO et al., 2013).

Les composés phénoliques jouent un réle dans la croissance, la reproduction, la pigmentation
et la protection des plantes et des algues contre les prédateurs et les agents pathogenes, ils ont
aussi un effet antioxydant et protecteur contre les rayons UV (NACZK et al., 2006). lls

contribuent également aux caractéristiques nutritives et sensorielles des fruits et légumes. Les
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composés phénoliques peuvent étre simples ou composés de plusieurs noyaux aromatiques
(Figure 1.6).

OH

HO Sy

OH
(a) Stilbenes. (b) Catéchines.

Figure 1.6 : Structure chimique des polyphénols.
De nos jours le terme «polyphénol » est utilisé pour désigner les composés phénoliques
complexes et méme les plus simples (LATTANZIO et al., 2014).
Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives, largement utilisés
pour leurs vertus thérapeutiqgues comme anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques,
antioxydants, anti radicalaires et antimicrobiens (BRUNETON, 1999).

11.3.1. Classification des composes phénoliques

a) Les composés non-flavonoides

Les composés non-flavonoides contiennent les acides phénoliques (un noyau aromatique), les
tannins hydrolysables, les stilbenes (deux noyaux aromatiques) et les lignines.

a) 1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent le tiers des composés phénoliques alimentaires et peuvent
étre présents sous forme libre ou liée aux composants de la plante (ROBBINS, 2003). Ils sont
subdivisés en deux groupes:

e Les acides hydroxybenzoiquesqui dérivent de 1’acide benzoique. Ils incluent les acides
galliques, hydroxy benzoiques, protocatéchiques, vanilliques et syringiques(BRAVO, 1998).
e Les acides hydroxycinnamiquesqui dérivent de 1’acide cinnamique. Ils incluent les acides

caféiques, féruliques, paracoumariques(BRAVO, 1998).

a) 2. Les tannins hydrolysables
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Les tannins hydrolysables résultent de I’association des esters d’acides phénoliques (acide
gallique ou ellagique) & un polyol (surtout le glucose). Ils seront par la suite divisés en
ellagitannins et gallotannins(COLLIN et al., 2011).

a) 3. Les stilbénoides

Les stilbénoides sont des composés phénoliques naturels, dérivant de 1’acide
hydroxycinnamique. Leur squelette de base est formé par deux noyaux aromatiques reliés par
un pont méthyléne (COLLIN et al., 2011).

a) 4. Les lignines

Les lignines sont des polyméres pariétaux responsables de la rigidité et de la défense contre
les pathogénes. Ce sont des polymeéres d’alcool coniférylique, paracoumarylique et
sinapylique. (COLLIN et al., 2011).

b) Les flavonoides

Les flavonoides (de flavus, « jaune » en latin) sont des pigments de végétaux responsables
de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. 1ls possédent un squelette de base
a quinze carbones, qui consiste en deux cycles phényles (BRUNETON, 1999), les cycles A et
B, connectés par un pont a trois carbones (structure en C6-C3-C6). (Figure 1.7).

Il existe prés de 6500 flavonoides repartis en 12 classes différentes selon des modifications de
I’hétérocycle C; on distingue différents types de noyaux : flavones, flavonols, flavanones,

chalcones ... etc. (WOLLGAST et ANKLAM, 2000).

Figure 1.7 : Squelette de base des flavonoides.

e) Bioactivité et application des composés phénoliques
Les composés phénoliques sont connus pour leurs activités antioxydantes et anti radicalaires

élevées. lls ont la capacité de piéger les radicaux libres en leur transférant un hydrogene ou un
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électron. De méme, ils peuvent agir indirectement, en chélatant les métaux de transition qui
accélerent la formation des espéces réactives oxygénées (radical hydroxyle, peroxyde
d’hydrogene...etc.), ou en inhibant les enzymes qui interviennent dans la catalyse des espéces
radicalaires. Les composés phénoliques ont également des effets antibactériens, antiviraux et
antifongiques (FRIEDMAN, 2000). lls protégent aussi contre des troubles pathologiques
chez les humains, notamment 1’athérosclérose, le cancer et autres d’ou l’intérét de leur
application dans le domaine de la santé (GORDON, 1996).

Les composés phénoliques ont aussi de nombreuses applications dans 1’agroalimentaire

comme agents de conservation et colorants naturels.

11.3.2 Réponse et role des composés phénoliques endogénes chez les végétaux et algues
contre les facteurs stress abiotiques

En réponse aux stress abiotiques, la biosynthése des métabolites secondaires, dont les
polyphénols, est généralement augmenté dans les végétaux. Les phénols conferent en effet
une plus grande tolérance aux plantes face a divers stress tel que les métaux lourds, la salinité,

la sécheresse, la tempeérature, les pesticides et les rayonnements UV (NAIKOO et al.,2019).

Les vegétaux et algues qui poussent dans des environnements stressants ont la capacité de
biosynthétiser plus de phénols par rapport aux plantes poussant dans des conditions normales
(SELMAR, 2008). Ces composes ont des propriétés antioxydantes et sont capables de piéger
les radicaux libres, entrainant une réduction de la peroxydation de la membrane cellulaire,
protégeant ainsi les cellules végetales des effets néfastes du stress oxydatif (SCHROETER et
al.,2002).

La biosynthése des composés phénoliques dans des environnements stressants est régulée par
les activités modifiées de divers enzymes clés des voies de biosynthése phénoliques comme
PAL et CHS (chalcone synthase). Pour améliorer la performance des enzymes s'accompagne
également une hausse des niveaux de geénes transcrits codant pour des enzymes
biosynthétiques clés telles que PAL, C4H (cinnamate 4-hydroxylase), 4CL (4-coumarate :
CoA ligase), CHS, CHI (chalcone isomérase), F3H (flavanone3-hydroxylase), F3’H
(flavonoide 3’-hydroxylase), F3’5’H (flavonoide 3’5’-hydroxylase), DFR (dihydroflavonol 4-
réductase), FLS (flavonolsynthase), IFS (isoflavone synthase), IFR (isoflavone réductase) et
UFGT (UDP flavonoide glycosyltransférase) (SHARMA et al.,2019).

a) Les métaux lourds
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Le stress des métaux lourds provoque un stress oxydatif pour les végétaux en déclenchant la
génération de ROS nocifs et provoquant une toxicité et un retard de croissance (SHAHZAD
et al.,2018). Cependant, une biosynthese améliorée des composes phénoliques dans les
plantes et algues soumises a un stress métallique aide a protéger les plantes du stress oxydatif
(HANDA et al.,2019). Les flavonoides peuvent améliorer le processus de chélation des
métaux qui aide a réduire les niveaux de radicaux hydroxyle nocifs dans les cellules végétales
(MIRA et al.,2002).

b) La sécheresse
L'accumulation phénolique est tres cruciale pour contrer les impacts négatifs du stress
hydrique dans les végétaux (NAIKOO et al., 2019). La biosynthése et I'accumulation de
flavonols ont également été stimulées chez les plantes en conditions de deficit hydrique

accompagné d'une résistance accrue contre le stress hydrique (KIRAKOSYAN et al.,2003).

c) Lasalinité
Le stress salin entraine la génération de ROS comme les anions superoxyde, le peroxyde
d'hydrogéne et I'hydroxyle ions (TAIBI et al.,2016), et nécessitent l'activation du systéme
antioxydant des plantes bien orchestré et finement réglé pour contraster la propagation des
ROS (DE AZEVEDO NETO et al.,2006). Les composés phenoliques aident a eliminer les

ROS nocifs dans les plantes soumises a un stress salin (CHEN et al.,2019).

d) Lalumiere UV
L'exposition aux rayonnements UV-B des plantes endommage leur structure protéique, cause
des dommages mutations de I'ADN et génére des ROS nocifs. Pour contrer les effets négatifs
de I'exposition aux UV-B, les composés phénoliques endogenes s'accumulent dans les cellules
végetales et protégent les composants cellulaires en faisant un bouclier sous la couche
épidermique. Ils réduisent davantage les dommages a I'ADN en empéchant la dimérisation de
la thymine ainsi que la réduction des dommages de la photo-dégradation d'enzymes
importantes comme le NAD/NADP (NAIKOO et al.,2019).De plus, les flavonoides agissent
également comme écrans lumineux en raison de leur capacité a absorber a la fois le visible
(anthocyanes) et les rayonnements UV (anthocyanes et flavonoides incolores), protégeant

ainsi les plantes de ces radiations nocives.(LATTANZIO et al.,2013)

e) Autres facteurs abiotiques
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D'autres facteurs abiotiques comme la température, les nanoparticules et les pesticides
stimulent également la biosynthése phénolique dans les algues et végétaux et aident a fournir

une résistance contre les effets phytotoxiques de ces stress. (SHARMA et al.,2016)

Les voies de biosynthese phénoliques sont également activées dans les algues et plantes
poussant dans des conditions de stress di a des rejets et déchets chimiques ou pesticides. Cela
conduit a une plus grande accumulation de composés phénoliques dans les végétaux, qui
conferent une résistance pour survivre contre la toxicité des substances induites. Cette
biosynthese phénolique est elle-aussi due & l'activation d'enzymes biosynthétiques clés et a la
régulation a la hausse des génes clés de branche phénylpropanoide, y compris PAL et CHS
(SHARMA et al.,2016).

11.3.3. Méthodes de prétraitement et d’extraction appliquées aux algues

11.3.3.1. Généralités

Les algues, riches en composés actifs, sont en mesure de contribuer a différentes activites
biologiques. Ces composes sont sensibles aux techniques d'extraction. De nos jours, les
recherches dans le domaine des algues marines visent a sélectionner des techniques
d’extraction efficaces, sélectives et respectueuses de 1’environnement (AGUILAR-
BRISENO et al 2015)

Le choix de la méthode d’extraction dépend notamment du type de composés bioactifs a
obtenir (huiles, polysaccharides, éléments nutritifs, fibres alimentaires, etc.).

Concernant les extractions par solvant, le choix de solvant (polaire, apolaire, protique,
aprotique) conduira a I'extraction de differents groupes de composés (BERRI et al, 2016)

Les méthodes de production d'extraits d'algues peuvent étre divisées en trois groupes :
méthode biologique (hydrolyse enzymatique), extraction par solvant et extraction physique

(en autoclave, par fluide supercritique).

3.4.2. Prétraitement de la biomasse d'algues et de la procédure d'extraction.

Dans le cas de la préparation d'extraits d'algues marines, la premiere étape (immédiatement
aprés la collecte) consiste a laver plusieurs fois la biomasse a lI'eau de mer pour éliminer les
particules de sable et les impuretés qui y adhérent (BERRI et al, 2015)

RHIMOU et al (2010) ainsi que LEIRO et al (2007) ont suggéré de supprimer la microflore
de surface en trempant les échantillons d'algues pendant 10 min avec I'éthanol a 30%. Ensuite,
les algues devraient étre rapidement transportées au laboratoire dans des sacs en polyéthyléne

placés dans une glaciére. Les algues devraient étre a nouveau lavées avec de 1’eau douce pour
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éliminer les précipités de sels. Il convient de veiller au maximum a éliminer les épiphytes des
macroalgues (AGUILAR-BRISENO et al, 2015). Apreés le processus d'extraction, la matiére

végétale est filtrée, le filtrat (extrait d’algue) est recueilli et conservé a 4 ° C.

3.4.3 Extraction solide-liquide des composés phénoliques
L’extraction solide-liquide est I'utilisation d’un solvant pour dissoudre et récupérer une
fraction soluble (appelée soluté) d’un solide insoluble et perméable.
Les algues possedent un réseau de communication qui permet a I’eau et aux nutriments de se
répartir dans tous les tissus. Cette porosité¢ permettra au solvant d’y pénétrer pour extraire le
soluté (MAZZA, 1998).
Il y a différentes méthodes d’extraction solide-liquide (CISSE, 2010). On parle de:

e Macération : Tremper un solide dans un solvant a température ambiante.

Percolation : Ecoulement du solvant sur et a travers le solide.

Décoction : Dissolution des solutés dans 1’eau bouillante.

Infusion : Bouillir le solvant puis le laisser refroidir pour 1’extraction.

Elution : Le solvant entraine un soluté fixé a la surface d’un solide.

Le procédé d’extraction se subdivise en quatre étapes principales (RAJHA, 2015) :
v’ La diffusion du solvant a I’intérieur de la particule via sa structure poreuse.
v’ La dissolution des solutés du solide dans le liquide.
v' La diffusion des solutés dissous dans le liquide vers la surface de la particule.
v' Le lavage du solvant situé a la surface du solide vers la solution environnante.
Les extractions solide-liquide sont généralement suivies d’une ou plusieurs étapes de

purifications et d’une étape de séchage pour enfin obtenir la poudre de composés phénoliques.

L’extraction solide-liquide des composés phénoliques, dépend de D’effet de plusicurs
parametres opératoires, tel que le temps, la température, le solvant, le ratio liquide solide,

’agitation, la taille des particules.

a) Effet du matériel végétal

Le procédé d’extraction est influencé par la taille et la structure de la matiere premiére. La
réduction de taille des particules affecte le transfert interne, en augmentant la surface
spécifique et en diminuant la distance de diffusion des solvants et des solutés (POIROT,

2007). Ainsi la réduction de la taille des particules permet des rendements d’extraction élevés.
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b) Effet du soluté

La taille du soluté a extraire, sa structure moléculaire, sa localisation cellulaire et tissulaire,
son accessibilité, ses liaisons avec les composants structuraux ou avec d’autres composés sont
tous des paramétres qui influencent la diffusion. La vitesse de diffusion est inversement
proportionnelle a la taille moléculaire. Par exemple, les sucres sont plus rapidement extraits
que les phénols qui sont plus rapidement extraits que les pectines (LALOU, 1995).

c¢) Effet de I’agitation
L’agitation a un effet positif sur la diffusion moléculaire, puisqu’elle maintient les particules
en suspension tout en homogénéisant le milieu. Elle réduit également la résistance de transfert

des solutés en augmentant ainsi le coefficient de transfert (ZHAO et al., 2011).

d) Effet du ratio liquide solide

Le ratio liquide solide joue un role important dans 1’extraction des composés phénoliques. En
effet, le rendement s’améliore avec ’augmentation du ratio liquide solide, puisqu’il agit sur le
gradient de concentration entre la matrice végetale et le solvant qui favorise le transfert de
matiére. Plusieurs études ont montrés I’effet du ratio solide liquide sur I’extraction des

polyphenol a partir de macroalgues (RAJAURIA, 2012).

e) Effet du solvant

Il est généralement connu que le rendement de I'extraction dépend du type de solvants, de
leurs polarités, du temps et de la tempeérature d'extraction, du rapport de I'échantillon au
solvant ainsi que de la composition chimique et des caractéristiques physiques des
échantillons. La solubilit¢ des composés phénoliques dépend de la nature chimique de
I'échantillon végétal, ainsi que de la polarité des solvants utilisés.

Les composés phénoliques sont présents dans les algues sous forme simple et libre (par
exemple des acides phénoliques, des anthocyanes) ou des substances hautement polymérisées
(par exemple les tanins) en quantités différentes.

De plus, les composés phénoliques peuvent également étre associés a d'autres composants
végetaux tels que les hydrates de carbone et les protéines. Par conséquent, il n'existe pas de
procédure d'extraction universelle appropriée pour l'extraction de tous les composés

phénoliques contenus dans 1’échantillon. Il est aussi possible que les composés phénoliques
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soient extraits avec certaines substances non-phénoliques telles que le sucre, les acides
organiques et les graisses. Ainsi, des étapes supplémentaires de purification peuvent étre
nécessaires pour supprimer ces composants indésirables.

Des solvants, tels que le méthanol, I'éthanol, I'acétone, I'acétate d'éthyle, et leurs combinaisons
ont été utilisés pour I'extraction de composes phénoliques, souvent avec des proportions d'eau
différentes. La sélection du bon solvant affecte la quantité et le taux de polyphénols extraits
(DAl et MUMPER, 2010).

f) Effet du couple température-temps

La température agit a la fois sur le solvant et sur le solide. Elle accroft la perméabilité des
membranes cellulaire. L’augmentation de la température, diminue la viscosité du solvant et la
tension de surface augmentant ainsi la solubilité et la diffusion moléculaire. D’autre part, une
dégradation thermique et oxydation des composeés phénoliques peut avoir lieu selon la
température et la durée de I’extraction. Par exemple, une température de 50°C est définie par
certains d’étre la limite de dégradation des composés phénoliques (CACACE et al., 2003),
alors que pour d’autres, elle s’éleve a 60°C (SPIGNO et al., 2007).

11.3.4. Activités biologiques de I’Ulva lactuca

Comme évoque dans les parties précédentes, les algues vertes et en particulier Ulva lactuca,
sont sources de composés désignés par métabolites secondaires tels que des caroténoides, des
Chlorophylles, des composes phénoliques, des protéines, des polysaccharides et des acides
gras insaturés. Ces molécules ont déja ete signalées comme ayant diverses propriétés incluant
I’activité anti-oxydante, antivirale, antimicrobienne, anti-inflammatoire, anticytotoxique, anti-
cancer ou antifongique (TANG et al 2013)

a) Activité anti-oxydante

Les algues contiennent des molécules antioxydantes réactives, telles que I'ascorbate et le
glutathion (GSH), ainsi que des métabolites secondaires, notamment les caroténoides (a et -
caroténe, fucoxanthine, astaxanthine), des acides aminés (mycosporine, glycine) et des
catéchines (catéchine, menton épigallociné), gallate, phlorotannins (phloroglucinol), eckol et
tocophérol. Les propriétés antioxydantes des extraits d’algues sont généralement évaluées par
mesure de I’effet inhibiteur sur le piégeage radicalaire de I’acide thiobarbiturique (TBARS) et

du 1, 1-diphényl-2- picrylhydrazyle (DPPH) (GRAHAM et al 2004)

Khairy et EI-Sheikh (2015) ont évalué les teneurs en antioxydants de I’Ulva lactuca Linnaeus
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(Chlorophyta) en utilisant la méthode du DPPH. Cette activité antioxydante a été corrélée a la

présence de B-caroténe et de composés phénoliques (YAICH et al 2011)

ATHUKORALA et al (2006) ont évalué I’activité antioxydante de I’Ulva lactuca collectées
sur la cOte de Raigad a marée basse. Trois méthodes différentes ont été utilisées : le dosage
par DPPH, le pouvoir réducteur et le contenu phénolique total. Les analyses ont montré la
présence de flavonoides, de composés phénoliques, de saponines, tanins et carbohydrates. Les
résultats indiquent qu’Ulva lactuca est riche en métabolites secondaires avec un potentiel

antioxydant.

Dans le travail de YAICH et al. (2017) (FEDOROV et al 2013) une extraction en milieu
acide ainsi qu’une extraction enzymatique ont été testées pour extraire les polysaccharides
sulfatés d’Ulva lactuca. FARVIN et al. (2019) (CABRY et al 2013 ) ont comparé les
activités antioxydantes de 26 espéces d’algues marines récoltées sur la cote koweitienne du

golfe Arabo-Persique, montrant I’activité anti-oxydante d’Ulva lactuca.

b) Activité anti-microbienne

WADA et al (2012) ont montré qu’U. lactuca présente des effets allélopathiques négatifs sur
les microalgues nuisibles. Deveau et al. (2016) ont montré 1’intérét des extraits
méthanoliquesd 'Ulva lactuca contre ’infection a Staphylocoques, en utilisant la méthode de
diffusion sur disque gélosé.

c) Activité cytotoxique

CYRUS et al (2015) ont étudié la structure de 1'ulvane (les polysaccharides
sulfatéshydrosolubles) de I’Ulva lactuca en utilisant difféerentes méthodes spectroscopiques et

ontidentifié une activité cytotoxique contre certains cancers.

d) Activité antifongique

Plusieurs algues vertes sont connues pour leur activité antifongique. ALANG et al, (2009) ont
trouvé que les extraits par le n-hexane et par le chloroforme d’Ulva lactuca linnaeus collectée
d’Inde ont une activité antifongique contre Aspergillus niger et Candida albicans. Une autre
étude faite par ARUNA et al, (2010) a évalué les activités antifongiques d’Ulva lactuca et
Ulva réticulata contre Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatous,
Saccharomyces cervisiaeet Mucor indicus.

ERTURK et TAS (2011) ont étudié I’activité antibactérienne et antifongique de 1’extrait
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éthanolique de 3 algues vertes récoltées de la cote de Turquie, vis-a-vis d’Aspergillus niger et
de Staphylococcus aureus. D’autres travaux ont montré I’efficacité de 1’extrait méthanolique
d’Ulva lactuca pour lutter contre A. Niger, P. digitatum et R. Solani (GADENNE et al 2013)

I11. Le Stress oxydatif

I11.1. Définition

L’oxygene est indispensable pour les organismes aérobies qui I'utilisent d’une part comme
substrat de la chaine respiratoire pour la production de 1'énergie sous forme d’ATP et d’autre
part dans la fonction cellulaire (différentiation, prolifération) et jouent un réle dans les
réactions inflammatoires et dans la signalisation en tant que second messager (ALLEN,
1991). Ce métabolisme induit la formation de radicaux libres et d’espéces oxygénées activées
(EOA) qui sont controlées par les systemes antioxydants de la cellule (ROEDE et JONES,
2010).

Le stress oxydatif (ou stress oxydant) est défini comme étant le résultat d’un déséquilibre
entre la production de composes pro-oxydants (radicaux libres et EOA) et leur élimination
(Figure 1.8). Ce déséquilibre se produit en faveur des composés pro-oxydants (COLLARD,
2003) et peut avoir diverses origines soit endogénes (les réactions métaboliques générant des
radicaux libres tel que la respiration) soit exogenes (I’exposition prolongée aux radiations
ionisantes, la pollution, les produits chimiques (pesticides, solvants...etc.), la consommation

de tabac et d’alcool et beaucoup d’autres (FINAUD et al., 2006).

Espéces antioxydantes:
Neutralisent les radicaux libres

Espéces pro-oxydantes: \ .
Génerent des radicaux libres \ I

\\//]/

-

Stress 6xydont

Figure 1.8 : Le Stress oxydatif (BARAKA-VIDOT, 2004).
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Les produits du stress oxydatif peuvent en effet altérer des cibles biologiques telles que les
acides nucléiques (avec un risque de mutation et de canceérisation), les protéines (avec
’altération des récepteurs et des enzymes) et les lipides (avec altérations des membranes
cellulaires). (SERGENT et al., 2000).

I11.2. Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant une substance qui est capable de ralentir ou d’inhiber,
a faible dose, le phénomeéne d’oxydation d’un produit naturellement oxydable et d’une
maniére générale on définit par antioxydant toutes les substances qui protégent les systemes
biologiques contre les effets suffocants potentiels des processus ou des réactions qui
engendrent une oxydation excessive. (PARK et al., 2001).

Les antioxydants agissent comme des capteurs de radicaux libres et peuvent étre synthétises
par I'organisme (les enzymes) ou apportés par I’alimentation (vitamines, polyphénols,

minéraux....etc.).

I11.3. Mécanisme d’action d'un antioxydant

Dapres HELLIWELL (1996), les mécanismes d'action d'un antioxydant peuvent
comprendre:

* Le piégeage direct des radicaux libres et des EOA par le transfert d’une molécule

d’hydrogene.

LOO+ AH—— LOOH + A

Ce mécanisme est utilisé par les antioxydants de synthése (BTH, BTA) et les composés
phénoliques végétaux.

* L'inhibition des enzymes et la chélation des traces métalliques responsables de la
production des radicaux libres et des EOA. Ce mécanisme est utilisé par EDTA, acide

ascorbique (la vitamine C), B-caroténe ...etc.

I11.4. Utilisations des antioxydants
Les antioxydants sont utilisés dans différents domaines (HENNEBELLE, 2006) :
L'industrie pharmaceutique.
L'industrie alimentaire.

[ 'industrie de lubrifiants.
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* L'industrie des maticres plastiques.

L'industrie cosmétique.
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Matériels & méthodes

I. Récolte et préparation de I’échantillon

I.1. Zone de Récolte

L'algue verte Ulva lactuca est I'une des algues les plus répandues sur les cotes Algériennes.
Les thalles d’U. lactuca que nous avons utilisés dans notre étude ont été récoltées en pleine
période printaniére (Fin Mai 2021) au niveau de la ferme aquacole « Cultures Marines —
CULTMARE- » situee a 3.6 km a I'est de la Wilaya de TIPAZA (Figure 11.1).

Figure 11.1 : Localisation géographique de la station CULTMARE.

Le site de récolte est caractérisé par un substrat rocheux et un environnement moyennement

battu et calme (Figure 11.2). Le jour de la récolte, la température de I’eau était de 19°C.

Figure 11.2 : Site de récolte des algues (CULTMARE).
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Les algues sont prelevees a la main & une profondeur allant de 0,5 & 1 m. Une fois récoltées,
les algues ont été transportées dans des sacs en plastique au laboratoire d’algologic de
’ENSSMAL (Ecole Nationale des Sciences de la Mer et Aménagement du Littoral).

1.2. Préparation de I'échantillon

Apres I'élimination des débris, des petits crustacés et des autres algues, les thalles ont été
lavées avec I'eau de mer puis rincées a I'eau distillée et nettoyées completement des épiphytes
et la matiére nécrotique. Les algues ont été identifiées au niveau du laboratoire d’algologie a

ENSSMAL.

1.3. Identification microscopique

L’identification de I’espéce au niveau du laboratoire d’algologie a ENSSMAL a été réalisée
en utilisant des guides de classification taxonomique se basant sur les caractéristiques
morphologique et cellulaires des algues. Ainsi, les algues étaient formées d’une ou plusieurs
lames aplaties aux contours légerement arrondis et aux bords lisses, d’une couleur verte
chlorophylle claire et d’un aspect légérement translucide ,présentant aussi quelques

perforations (HAYWARD et al., 1998).

Aprés ’identification, les algues récoltées ont été séchées sur un papier blanc a une
température ambiante pendant quatre semaines a l'abri de la lumiére, puis broyées jusqu'a
l'obtention d'une poudre fine et conservées dans des boites en verre jusqu'a leur utilisation
(Figure 11.4).

(1) Identification. (02) Séchage (03) Broyage. (04) Poudre d’algue.

Figure I1.4 : Préparation de I’échantillon.

II. Extraction des composés phénoliques a partir d’Ulva lactuca
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I1.2. Procédé d’extraction des composés phénoliques

Dans notre étude, les composés phénoliques contenus dans Ulva lactuca sont extraits par
macération. Les étapes de I’extraction sont comme suit :

» Une solution d’extraction composée de 80% d’éthanol et 20% d’eau distillée a été
préparée.

» Une quantité de 100 g de la poudre d’algue a été immergée dans la solution préparée
pendant 96 h a température ambiante et a I’abri de la lumicére.

> Chaque 48h, le mélange a été filtré en utilisant du papier filtre (porosité 0.45 mm) afin de
récupérer la partie aqueuse et refaire la méme opération d’immersion (Figure 11.7).

» L’extrait est ensuite recueilli et concentré en éliminant le solvant d’extraction par
I’utilisation d’un évaporateur rotatif (Figure 11.8) pour finalement obtenir 1’extrait phénolique
d’Ulva lactuca.

» L’extrait obtenu est conservé a basse température (4°C) jusqu’a I'utilisation.

(02) préparation. (03) Agitation.

(04) Macération. (05) Filtration. (06) Conservation.

Figure 11.7 : Procédé d’extraction des polyphénols a partir d "Ulva lactuca.
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Figure 11.8: Evaporateur rotatif.

La Figure 11.9 montre les étapes suivies afin d’obtenir I'extrait phénolique.

Poudre algale Macération dans Filtration sur Concentration
(200g d’algues ===  I’éthanol/eau ==P» papier wattman == (Rotavapeura ==l
vertes) (96h) (chaque 48h) 42°C)

L'éxtrait
(Polyphénol)

Figure 11.9 : les étapes d’extraction des composés phénoliques.

IL.3. Evaluation du rendement de ’extraction

L’extraction des composes phénoliques contenus dans Ulva lactuca a été effectuée par
maceration de la poudre d’algue dans une solution composée de 80% éthanol et 20% eau
distillée pendant 96h.

La détermination du rendement de I'extraction est réalisée en appliquant la formule suivante
(AFNOR, 1986).

R(%) = (P1-P2 / P3) x 100.

P1: poids du ballon apres évaporation.

P2: poids du ballon avant évaporation (vide).

P3: poids de la matiere seche algale

I1.4. Evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait obtenu
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L’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait phénolique d’Ulva lactuca a été réalisee en
utilisant la méthode du radical 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH), développée par
(BLOIS 1958).

Le DPPH est un radical libre stable, il fut I'un des premiers radicaux libres utilisés pour
étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995) (Figure 11.10).

Figure 11.10: Structure chimique du 2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle (DPPH).
11.4.1. Principe de la méthode

Le test DPPH permet de mesurer le pouvoir antioxydant de molécules pures ou d'extraits
vegétaux. Il mesure la capacité d'un antioxydant AH (généralement composés phenoliques) a
réduire le DPPH par transfert d'hydrogene, Le DPPH, d'abord violet, devient DPPH-H, jaune
pale (Figure 11.11).

VIOLET YELLOW
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Figure 11.11 : Réaction de réduction du 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH).

La réduction de DPPH est facilement mesurée par spectrophotométriec a 517 nm (Amax
DPPH). La vitesse de réaction dépend de la nature de I'antioxydant, et la quantité de DPPH-H

formée dépend de la concentration de I'antioxydant.

11.4.2. Mode opératoire

Une quantité de 6 mg d’extrait d’algue a été dissoute dans 1,5 ml d’éthanol. A partir de la
solution obtenue, une série de dilutions dans I’é¢thanol (facteur de dilution %) a été préparée
(Tableau 11.1).

Pour chaque dilution, 800 ul de la solution de DPPH (6mg/ml dans I’éthanol) fraichement
préparée est ajoutée a 200 ul de la solution d’extrait.

Tableau II.1 : La série de dilutions réalisée pour I’extrait.

Dilutions 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
Concentration
de la solution 4 2 1 0,25 0,125 0,06 0,03 0,015
en (mg/ml)

Aprés agitation par vortex, le mélange a été incubé pendant 30 min a l'obscurité et a
température ambiante, puis l'absorbance a été mesurée a 517 nm via un spectrophotometre

UV (Figure 11.12). Le pouvoir antioxydant des extraits a été estimé par comparaison avec un

antioxydant naturel : le Butyl Hydroxy Toluéne « BHT ».

(1) L’extrait. (2) DPPH. (3) Série de dilution. (4) Spectrophotométre UV visible

Figure I1.12 : Le test de ’activité antioxydante.

Dans les mémes conditions expérimentales, le BHT a été utilisé comme témoin positif, pour

pouvoir comparer son activité antioxydante avec notre extrait. La comparaison avec
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I’antioxydant naturel se fait par le calcul d’IC50 qui est définie comme la Concentration
minimale de I’antioxydant pour la réduction de 50% du radical libre) (Yaici et al., 2019). En
ce qui concerne le contrdle négatif, ce dernier a été préparé en parallele en mélangeant 200 pl
d’éthanol avec 800 ul d'une solution éthanoique de DPPH a la méme concentration. Tous les
tests ont été réalisés avec trois répétitions pour chaque concentration.

Les résultats de tous les tests sont exprimés en moyennes + SD d'analyses en trois essais. Les
valeurs de IC50 sont calculées par la méthode de régression linéaire & partir de la courbe [%
inhibition = f (concentrations)].

IL5. Evaluation de P’activité antimicrobienne de I’extrait obtenu

Les recherches effectuées sur les extraits d’algues marines ont révélé 1’activité antibactérienne
de certaines espéces, aussi bien sur des bactéries Gram + ou Gram - (KUMAR ET
RENGASAMY, 2008).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis a
vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions avec les protéines
de transport et d'enveloppe cellulaire (COWAN, 1999).

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’extrait phénolique d’Ulva lactuca est effectuée
selon la méthode des aromatogrammes décrite par (BAUER et al. 1966) qui consiste a
réaliser des antibiogrammes en boite petri, contenant des milieux de culture, préalablement
ensemences par des bactéries, en présence de disques en cellulose imprégnés par I’extrait

d’algue ou avec des puits creusés dans le milieu de culture contenant I’extrait.

11.5.1. Mode opératoire

Les germes qui ont fait l'objet des tests antibactériens font partie des microorganismes
rencontrés en pathologie humaine. I1 s’agit de Bacillus subtilis (Gram+), Staphylococcus
haemolyticus (Gram+) et Escherichia coli (Gram-). Ces germes étaient conservés a -20°C

donc le passage par une étape de revivification avant ensemencement était primordial.

a) Revivification des souches bactériennes

Les trois souches que nous avons utilisées dans notre étude étaient conservées a -20°C, nous
avons procédé¢ a la revivification par I’ensemencement de ces dernieres dans le milieu
bouillon Cceur-Cervelle (BHIB = Brain Heart Infusion Broth) puis les incuber dans une étuve
a 37°C pendant 24h (Figure 11.13).
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Figure 11.13 : Revivification des souches utilisées.

Le développement bactérien dans ces tubes se traduit par un trouble dans le milieu de culture.

b) Le test de I’activité antibactérienne de ’extrait d’Ulva lactuca

Le test de I’activité antibactérienne de 1’extrait d 'Ulva lactuca que nous avons obtenu
repose sur la diffusion de I’extrait phénolique a la surface du milieu de culture des bactéries
appelée la méthode diffusion sur gélose (CELIKTAS et al., 2007). C’est un procédé de base
utilisé pour €tudier la capacité d’une substance a exercer un effet anti microbien.
Pour réaliser ce test, nous avons opté pour deux démarches différentes :

e Antibiogramme avec des puits : Elle repose sur I’ensemencement des souches dans
des boites petri qui contiennent un milieu de culture Muller-Hinton sur lequel des puits ont été
creusés pour les remplir avec 10 pl de I’extrait phénolique d’Ulva lactuca & concentrations
croissantes et une solution d’antibiotique ( amoxicilline a 100 mg/l ) comme témoin (Figure
11.14).
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Figure 11.14 : Test de ’activité antibactérienne par la méthode de diffusion (Puits).

e Antibiogramme avec des disques: Elle consiste a ensemencer uniformément et
complétement la surface du milieu de culture Miller — Hinton par les souches a étudier. Puis
on dépose des disques de papiers Wattman stériles imprégnés par différentes concentrations
de I’extrait d’Ulva lactuca (Figure 11.15). Il est possible de déposer plusieurs disques sur la

surface afin d’observer la reproductibilité du test ou pour tester plusieurs concentrations.

Figure 11.15 : Test de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion (Disques).
Les disques de papier ont été stérilisés par autoclavage a 120°C pendant 20 minutes avant de

les imprégnés par 10 pl de ’extrait phénolique.
Toutes les boites petri qui ont été préparées ont été incubées dans une étuve a 37°C pendant

24h. Aprés incubation des boites, une action antibactérienne positive de 1’extrait phénolique

37



Matériels & méthodes

d’Ulva lactuca sur les bactéries testées s’exprime par une zone vierge circulaire autour des

disques et des puits.

38



Chapitre I1I :
RESULTATS
&
DISCUSSIONS



Résultats & discussions

I.  Identification microscopique

La coupe transversale d’une algue récoltée observée sous un microscope photonique
montre deux couches de cellules toutes arrondies et semblables contenant chacune un gros
plaste qui pousse vers les extrémités opposées de chaque cellule adjacente en sens
horizontale avec un seul pyrénoide pour chaque cellule.( Figure 111.1)

(A) Observation faite au microscope (B) Observation d’une coupe transversale.

optique (grossissement X10). d’un thalle d’Ulva lactuca (

Figure 111.1 : Identification microscopique d’Ulva lactuca.

(B)(https://stricollections.org/portal/collections/individual/index.php?occid=918050)

Il.  Calcul du rendement de ’extraction

L’extraction des composés phénoliques contenus dans Ulva lactuca a été effectuée par
macération de la poudre d’algue dans une solution composée de 80% éthanol et 20% eau distillée
pendant 96h.

L’utilisation des plantes ou des algues sous forme de poudre rend I’extraction plus efficace, car
I’échantillon devient plus homogéne, la surface de contact avec le solvant devient plus grande et
la pénétration a ’intérieur des cellules est plus facile (KHODDAMI et al., 2013).

Cette méthode nous a permis d’obtenir un extrait phénolique de couleur verte, un aspect pateux

et collant (figure 111.2).
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Figure 111.2 : Extrait phénolique obtenu de I’algue Ulva lactuca.

Aprés le calcul selon la méthode que nous avons appliqué (AFNOR, 1986), le rendement
d’extraction des composés phénoliques a partir d’Ulva lactuca est R = 1.47 %.

Ce rendement est trés faible et peut étre da a plusieurs facteurs. Le rendement des extractions
par des solvants organiques dépend de la nature du solvant utilisé et des proprietés chimiques
des molécules a extraire. De méme, la méthode d’extraction (macération, décoction, infusion)
joue également un rdle important dans la détermination du rendement ainsi que la

composition chimique des extraits prépares (TEFIANI, 2015).

l1l.  Evaluation de I’activité antioxydante
De nombreuses méthodes sont utilisées pour I'évaluation de l'activité antioxydante des
composeés purs ou des extrais. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou

décoloration d'un réactif dans le milieu réactionnel.

L’étude de l’activité antioxydante des extraits d’Ulva lactuca est réalisée selon la réduction
progressive de 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH).

La réduction du DPPH se manifeste par un changement de coloration du violet vers le jaune,
ce qui se traduit par une diminution de I’absorbance de la lumiére sous un appareil de
spectrophotométrie UV — Visible.

Pour notre étude, la mesure de I’'absorbance a été effectuée a 517 nm tout en comparant chaque
concentration avec 1’absorbance d’un témoin contenant le DPPH dissout dans I’éthanol.

Les résultats obtenus sont énumérés dans le Tableau I11.1.
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Tableau I11.1 : Absorbance de la solution DPPH en présence de I’extrait phénolique

d’Ulva lactuca.

Concentration Abs. 1 Abs. 2 Abs. 3 Moyenne Ecart
d’extrait (mg/ml) type

0,025 0,661 0,656 0,654 0,6570 0,0301

0,05 0,648 0,647 0,614 0,6363 0,0100

0,1 0,624 0,633 0,623 0,6267 0,0020

0,2 0,596 0,556 0,615 0,5890 0,0025

0,4 0,509 0,519 0,529 0,5190 0,0040

0,8 0,443 0,447 0,445 0,4450 0,0058

1 0,361 0,363 0,358 0,3607 0,0025

1,2 0,307 0,315 0,312 0,3113 0,0040

1,4 0,2543 0,2526 0,2435 0,2501 0,0058

A partir des résultats obtenus de 1’analyse par spectrophotométrie, nous avons pu tracer une
courbe Absorbance = f (Concentration extrait) pour étudier I’évolution de la réaction de
réduction selon la quantité d’extrait présente dans le milieu réactionnel DPPH + extrait

d’algue (Figure 111.4).

Abs = f (C)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbance

0 02 04 06 08 1 12 14 16

Concentration de I'extrait (mg / ml)
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Figure 111.4 : Evolution de ’absorbance de la solution du DPPH en présence de I’extrait

phénolique d’Ulva lactuca.

Nous remarquons que l’absorbance du milieu réactionnel diminue avec la présence de
’extrait phenolique ce qui signifie que la quantité de DPPH diminue progressivement dans le
milieu réactionnel avec un virage de couleur du violet vers le jaune pale. Cela nous pousse a
déduire une activité antioxydante positive de ’extrait phénolique d’Ulva lactuca.

De nombreuses recherche soutiennent I’hypotheése d’une éventuelle relation entre I’activité
antioxydante et les composés phénoliques, décrivant ainsi les rapports probables entre la
quantité et la structure de I’extrait (position des groupements OH, degré d’hydroxylation du

noyau aromatique...etc.) avec ’activité antioxydante (DJERIDANE et al., 2006).

Le rendement de réduction du DPPH en fonction des différentes concentrations des extraits
obtenus est calculé selon la formule suivante (BELKHEIRI, 2010) :

R% = (Absorbance échantillon / Absorbance témoin) * 100

Les différents rendements de réduction sont représentés dans le Tableau 111.2.

Tableau I11.2 : Rendement de réduction du DPPH par I’extrait d’Ulva lactuca.

Concentration de I’extrait Rendement
(mg/ml)

0,025 22,89%
0,05 25,31%
0,1 26,45%
0,2 30,87%
0,4 39,08%
0,8 47,77%
1 57,67%
1,2 63,46%
1,4 70,64%
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Sur la base de ces résultats nous avons tracé les histogrammes ci-dessous (Figure 111.5).

70,64%

47,77%

30,87%

22.80% 2oL oo
’ ]

Rendement (%)

0,025 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1 1,2 1,4

Concentration de 1'extrait (mg/ ml)

Figure IIL.5: Rendement de I’extrait phénolique d’Ulva lactuca.

Nous avons constaté d’apres les résultats obtenus que le rendement de 1’activité antioxydante

de I’extrait augmente proportionnellement avec la concentration de ce dernier.

Pour mieux étudier I’activité antioxydante de 1’extrait phénolique d’Ulva lactuca, nous avons
comparé cette activité a celle du BHT. Cette comparaison se fait par le calcul des valeurs
IC50. Plus la valeur IC50 est petite, plus ’activité est grande (YAICI et al., 2019).

Le calcul de I'IC 50 se fait par la méthode de régression linéaire en tragant la courbe

% inhibition = f (concentrations de I’extrait) illustré dans la Figure I11.6.
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R % =f(C)

80%
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% . . . . . . . 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14 1,6

y=0,3352x+0,2341
R?=0,9944

Rendement (%)

Concentration de I'extrait (mg / ml)

Figure 111.6 : Réduction du DPPH en fonction de la concentration de I’extrait

phénolique d’Ulva lactuca.

La valeur IC 50 est determinée graphiquement en mg/ml (ou pg/ml) en utilisant I’équation de
droite : y =0.3352 x + 0.2341 (avec y = 0.5 ou 50%).

Nous obtenons donc : IC50 extrait phénolique d’Ulva lactuca = 0.793 mg/ml.

Ce résultat montre une activité antioxydante de 1’extrait largement inférieure a celle du BHT
(1C50 = 0.077.46 mg/ml), d’ou nous pouvons déduire une activité antioxydante modeérée de
I’extrait phénolique d’Ulva lactuca (KADRI et al. 2011).

Il reste @ noter néanmoins que le passage par une étape de purification des extraits obtenus

aurait peut étre amélioré leuractivité antioxydante.

IV.  Evaluation de I’activité antibactérienne

Pour tester I’action de I’extrait phénolique d 'Ulva lactuca sur certaines bactéries, nous avons
opté pour le test antibiogramme en présence d’un antibiotique témoin « amoxicilline ».

Dans notre étude, nous avons testé 1’action de I’extrait sur trois souches bactériennes :
Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus haemolyticus. Le choix des souches
bactériennes utilisées dans ce test microbiologique a été dicté par la disponibilité des bactéries
au laboratoire et par I’effet pathogéne qu’elles provoquent en cas d’infection, telles que les
diarrhées, les vomissements...etc.

Un test positif se traduit par une zone d’inhibition autour du disque ou du puits contenant

I’extrait phénolique d Ulva lactuca (CHBANI, 2011). Nous avons utilisé « amoxicilline » a
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100 mg/l pour comparer son effet antibactérien avec I’extrait obtenu (Figure 111.7).

zone d’inhibition de I’ATB

Les puits contenants
I’extrait d’Ulva lactuca.

Les puits contenants
Iextrait d’Ulva lactuca. <
Zone d’inhibition de I’ATB

one d’inhibition de ’ATB Les puits contenants

‘i|‘7 I’extrait d’Ulva lactuca.

i
i

~

Figure 111.7 : Activité antimicrobienne de I’extrait phénolique d’Ulva lactuca.
Les résultats des tests antibactériens de I’extrait phénolique d'U. lactuca montrent que
I’extrait obtenu ne présente aucune activité antibactérienne sur Escherichia coli, Bacillus

subtilis et Staphylococcus haemolyticus.
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Nos résultats ne sont pas en accord avec beaucoup de travaux de recherche qui mettent le
point sur I’activité antibactérienne des extraits phénoliques d’Ulva lactuca notamment sur
E.coli et des bactéries du Genre Bacillus (KARDACHE et KHOUALDI, 2016). Ceci est
peut étre di a la composition de I’extrait obtenu ou a I'utilisation de I’extrait phénolique brut
sans passer par une étape de purification.

Une étude phytochimique préliminaire menée par G. YAKHLEF et al (2011) sur les effets
antimicrobiens des extraits phénoliques des plantes Thymus vulgaris et Laurus nobilis a
démontré que La variation de la composition chimique explique les variations observées dans
I’activité antimicrobienne des extraits phénoliques d’une méme plante ou de plantes
différentes. De plus, une étude menée par CRISTINA POPOVICI et al (2009) a démontré
qu’il existe une hétérogénéité structurale au sein des composés phénoliques qui se traduit par
des propriétés différentes, ce qui pourrait expliquer I’absence d’effets de nos extraits d’algues

vertes par rapport aux souches étudiées.
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CONCLUSION

Dans le présent travail, on s’est intéress¢ aux effets de certains métabolites secondaires
d’algues vertes marines, nous avons donc effectué une extraction des composés phénoliques
de I’algue marine Ulva lactuca. Notre travail a porté sur une étude de I’activité antioxydante
de cet extrait phénolique et sa capacité a réduire les radicaux libres DPPH. Ainsi que
I’évaluation de ses propriétés antibactériennes sur trois souches bactériennes : Escherichia

coli, Staphylococcus haemolyticus et Bacillus subtilis.

Notre étude sur ’extraction des molécules d'intérét médical a partir de I’algue marine Ulva
lactuca nous a permis d'approfondir nos connaissances scientifiques sur les extraits d'algues
riches en molécules actives ce qui contribue au développement de nouveaux composés actifs

qui pourront étre exploités en alimentation ou dans le secteur de la santé.

La macération de 200 g de poudre d’algues dans une solution éthanoique de 1000 ml pendant
96h, la filtration du macérat et son passage a 1’évaporateur rotatif a permis 1’obtention de

2,94 g d’extrait phénolique de couleur vert foncé et a I’aspect pateux et collant.

L’¢étude de I’activité antioxydante des composés phénoliques selon la méthode de piégeage du
radical libre DPPH a montré que ces derniers possédent une activité antioxydante modéree.
L’estimation du pouvoir anti-radicalaire selon I’'IC50 a permis d’évaluer d’une meilleure
facon l’activité antioxydante en comparant 'IC50 de I’extrait phénolique des algues vertes

récoltées a celui du butylhydroxytoluene (B.H.T.).

Enfin, I’étude de I’activité¢ antimicrobienne sur les trois souches testées par la méthode de
diffusion a partir d’un disque solide et d’un puits creusé dans le milieu de culture a révélé des
résultats négatifs, L’extrait n’a donc montré aucune activité antibactérienne sur Escherichia

coli, Staphylococcus haemolyticus et Bacillus subtilis.

Nous concluons de cette étude que I’extrait phénolique de I’algue marine Ulva lactuca
posseéde une certaine activité antioxydante sur le DPPH et aucune activité antibactérienne sur

les trois souches : Escherichia coli, Staphylococcus haemolyticus et Bacillus subtilis.
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Perspectives

> Des études plus poussées seraient a mener pour élargir ces observations sur les
tests d’activité antioxydante aussi bien que ceux d’activité biologique :
antimicrobiennes, anti-inflammatoire et antivirale, afin de caractériser les
composés actifs dans les différents extraits testés de cette algue en vue
d’identifier les molécules responsables de ces activités, tout en assurant des

extrait plus pures pour des conditions d’étude optimums.

» Aussi il serait intéressant de pouvoir user des tests d’identification
phytochimique ou de procédés d’identification des molécules par HPLC pour
justement pouvoir déduire la pureté ainsi que les types de structures chimiques

caractérisant les composés visés dans 1’étude entreprise.
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Abstract

Currently, much research is devoted to the isolation of new bioactive compounds from marine
resources that contain promising health benefits. Among marine resources, the bioactive
compounds present in many species of algae have particularly interesting nutritional and
pharmaceutical properties.

This thesis examines the beneficial effects of the green algae Ulva lactuca. It relates more
particularly to the activities of phenolic extracts.

Evaluation of antioxidant properties revealed that these extracts are active by the DPPH
scavenging method. Thus presenting a moderate antioxidant activity.

The study of the antibacterial activity on three bacterial strains (Escherichia coli, Bacillus
subtilis and Staphylococcus haemolyticus) by the agar diffusion method shows that the
phenolic extract of Ulva lactuca has no antibacterial effect on the three strains tested. , this
may be due to the composition of the extract obtained or to the use of the crude phenolic
extract without going through a purification step.

Keywords: Green algae; Ulva lactuca; Antioxidant activity; Antibacterial activity;
Polyphenols; DPPH.
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Résumé

Actuellement, plusieurs recherches sont consacrées a I’isolement de nouveaux composés
bioactifs a partir des ressources marines qui renferment des effets bénéfiques prometteurs
pour la santé. Parmi les ressources marines, les composés bioactifs présents dans de
nombreuses especes d’algues ont des propriétés nutritionnelles et pharmaceutiques
particuliérement intéressantes.

Cette these s’intéresse aux effets bénéfiques de 1’algue verte Ulva lactuca. Elle concerne plus
particulierement les activités des extraits phénoliques.

L’évaluation des propriétés anti-oxydantes a révélé que ces extraits sont actifs selon la
méthode de piégeage du DPPH. Présentant ainsi une activité anti-oxydante modéreée.

L’étude de I’activité antibactérienne sur trois souches bactériennes (Escherichia coli, Bacillus
subtilis et Staphylococcus haemolyticus) par la méthode de diffusion sur gélose montre que
I’extrait phénolique d’Ulva lactuca n’a aucun effet antibactérien sur les trois souches testées,
ceci est peut étre di a la composition de I’extrait obtenu ou a I’utilisation de I’extrait
phénolique brut sans passer par une étape de purification.

Mots clés : Algue verte ; Ulva lactuca ; Activité anti-oxydante ; Activité antibactérienne ;
Polyphénols ; DPPH.
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