REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE
ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR
ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE KASDI MERBAH - OUARGLA
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE
LA VIE
DEPARTEMENT DES SCIENCES BIOLOGIQUES

N° d’enregistrement : /..../..../....[..../

THESE
Pour I’obtention du diplome de

Doctorat és sciences

Filiere : Sciences Biologiques Option : Microbiologie Appliquée

Etude phytochimique et évaluation des activites
biologiques de 1’algue rouge marine Asparagopsis armata
(Rhodophycée, Bonnemaisoniale)

KEMASSI ABDELLAH

GOUZI Hicham

HAMMOUDI Roukia

RAMDANE Farah

BOURICHA M’hamed

BENKHERARA Salah

Présentée et Soutenue publiquement
Par : MAIDI Leila

Le 24/06/2026
Devant le jury composé de :

Professeur U.K.M. Ouargla

Professeur U. Amar Telidji Laghouat

Professeur U.KM. Quargla

M.C.A. U. EI-Oued
M.C.A. U.KM. Ouargla
M.C.A. U. Ghardaia

Année universitaire : 2025/2026

Président
Rapporteur

Co —Rapporteur
Examinateur
Examinateur

Examinateur




REMERCIEMENTS

Awvant tout, je rends grice a Dieu, le Tout-Puissant, qui a éclairé mon chemin et m'a donné courage et patience
pour mener a bien mes études de doctorat.

Je tiens a exprimer ma profonde reconnaissance a Monsieur GOUZI Hicham, Professeur a la Faculté des
Sciences de la Vie et de la Nature de ["Université de Laghouat, pour ["honneur qu’il m’a fait en acceptant
d’encadrer ce travail, ainsi que pour son suivi attentif, sa disponibilité constante, ses encouragements et la
pertinence de ses conseils tout au long de la réalisation de ce thése.

Mes sincéres remerciements vont également a Madame HAMMOUDI Roukia, Professeur a la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie de [Université Kasdi Merbah-Ouargla, pour sa co-direction de ce travail,
SOn accompagnement, ses remarques constructives et son soutien scientifique, qui ont largement contribué a
Camélioration de ce thése.

Je remercie chaleureusement Monsieur KEMASSI Abdellah, Professeur et Doyen de la Faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie de ["Université Kasdi Merbah-Ouargla, pour ['honneur qu’il m’a fait en acceptant
la présidence du jury et pour son engagement a [évaluation de ce travail.

Je suis également reconnaissante envers Madame RAMDANE Farah, Maitre de conférences a ["Université
& El-Oued, Monsieur BOURICHA M’ hamed, Maitre de conférences a ["Université de Ouargla, et Monsieur
BENKHERARA Salah, Maitre de conférences a ["Université de Ghardaia, pour avoir accepté d examiner ce
travail et de faire partie du jury. Qu'ils trouvent ici ['expression de ma sincére gratitude pour leur disponibilité
et leurs précieux conseils.

Je remercie vivement Dr KIBOUB Fatima Zahra, de ["Université de Norvége, pour son soutien et ses conseils
aviseés.

Mes remerciements vont également a Dr Ben Terfaya Amira, Dr Ouled Elhaddar Mariam et Dr Sifi 1brahim
pour leur accompagnement, leur disponibilité et leur aide précieuse tout au long de cette étude.

Je souhaite exprimer ma gratitude aux membres du Laboratoire de Biogéochimie des Milieux Désertiques de
CUniversité Kasdi Merbah-Ouargla, au responsable des laboratoires du Département de Biologie de
[Université de Laghouat, Monsieur HADJOUDIA Mustapha, ainsi qu'aux ingénieurs de laboratoire de
[ Université de Ghardaia et a [ensemble du personnel du Laboratoire du Centre de Recherche Scientifique et
Technique de Ouargla, pour leur soutien logistique et la mise a disposition du matériel nécessaire a la
réalisation de ce travail.

Enfin, je remercie toutes les personnes qui, de prés ou de loin, m’ont apporté leur aide et leur encouragement
durant la réalisation de ce thése.



RESUME

Cette ¢tude s’inscrit dans une approche de valorisation biologique de I’algue rouge
Asparagopsis armata, en mettant en évidence sa composition phytochimique et ses activités
biologiques potentielles. Une approche expérimentale intégrée, combinant des procédés
d’extraction, des analyses chimiques approfondies et des évaluations biologiques, a permis de
générer des données originales offrant une compréhension plus approfondie du potentiel

bioactif de cette macroalgue marine.

Les résultats ont démontré que le rendement d’extraction et la composition chimique de A.
armata sont fortement influencés par la nature du solvant utilisé. Le méthanol a affiché le
rendement le plus élevé (5,74 %), suivi du dichlorométhane (1,17 %) et de I’acétone (0,59 %).
Les analyses phytochimiques ont révélé une richesse remarquable en métabolites secondaires,
en particulier en composés phénoliques et flavonoides, les teneurs de polyphénol et flavonoides
varient respectivement entre 3,57et 6,16mg EAG /g MS et entre 0,20 et 1,46mg EQ /g MS,
I’extrait a I’acétone a affiché la teneur la plus élevée, avec des teneurs se situant dans des
gammes comparables a celles rapportées pour d’autres algues rouges. La quantification des
pigments a souligné la présence de teneurs €levées en caroténoides et en chlorophylles,

principalement dans les extraits méthanolique et dichlorométhaniques.

L’analyse par LC-MS/MS a permis d’identifier plusieurs composés bioactifs majeurs, dominés
par la myricétine dans les extraits méthanolique et acétonique, confirmant son abondance et
son affinité pour les solvants polaires et semi-polaires. Les tests antioxydants (DPPH et FRAP)
ont révélé une activité élevée des extraits, avec une efficacité remarquable de I’extrait
acétonique au test DPPH et un pouvoir réducteur significatif pour I’extrait dichlorométhane.
Les activités antibactérienne et antifongique ont montré une efficacité notable, en particulier
contre les bactéries Gram positives et plusieurs champignons phytopathogenes, 1’extrait

méthanolique se distinguant par la meilleure activité globale.

Ces résultats soulignent le fort potentiel bioactif de Asparagopsis armata et confirment son
intérét comme source naturelle prometteuse de métabolites secondaires a applications

antioxydantes et antimicrobiennes.

Mots clés : Asparagopsis armata, criblage phytochimique, dosage, activités antioxydantes,
activités antimicrobiennes, LC-MS/MS



Abstract

The present study is part of a biological valorization approach of the red alga Asparagopsis
armata, highlighting its phytochemical composition and potential biological activities. An
integrated experimental approach, combining extraction processes, in-depth chemical analyses,
and biological evaluations, generated original data contributing to a better understanding of the

bioactive potential of this marine macroalga.

The results showed that extraction yield and chemical composition of 4. armata were strongly
influenced by the nature of the solvent used. Methanol exhibited the highest extraction yield
(5.74%), followed by dichloromethane (1.17%) and acetone (0.59%). Phytochemical analyses
revealed a notable richness in secondary metabolites, particularly phenolic compounds and
flavonoids. Polyphenol and flavonoid contents ranged from 3.57 to 6.16 mg GAE/g DW and
from 0.20 to 1.46 mg QE/g DW, respectively, with the acetone extract showing the highest
levels. These values fall within ranges comparable to those reported for other red algae.
Pigment quantification revealed high levels of carotenoids and chlorophylls, mainly in the

methanolic and dichloromethane extracts.

LC-MS/MS analysis allowed the identification of several major bioactive compounds,
dominated by myricetin in the methanolic and acetonic extracts, confirming its abundance and
affinity for polar and semi-polar solvents. Antioxidant assays (DPPH and FRAP) revealed high
antioxidant activity of the extracts, with remarkable efficiency of the acetone extract in the
DPPH assay and significant reducing power for the dichloromethane extract. Antibacterial and
antifungal activities showed notable efficacy, particularly against Gram-positive bacteria and

several phytopathogenic fungi, with the methanolic extract exhibiting the best overall activity.

These findings highlight the strong bioactive potential of Asparagopsis armata and confirm its
interest as a promising natural source of secondary metabolites with antioxidant and

antimicrobial applications.

Keywords: Asparagopsis armata, phytochemical screening, quantification, antioxidant

activities, antimicrobial activities, LC-MS/MS
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Introduction

Introduction

L’environnement marin est I’un des facteurs les plus importants de la planéte pour la
préservation de la vie. Essentiel également pour I’humanité, il constitue une ressource
inépuisable de molécules bioactives présentant des structures chimiques originales (CARROLL
etal.,2024). Les algues sont des organismes eucaryotes photosynthétiques encore relativement
peu étudiés par rapport aux plantes terrestres et demeurent nettement plus complexes a
appréhender. Elles se développent principalement dans les écosystémes aquatiques, en
particulier les océans et les fonds marins, et représentent un groupe d’organismes d’une
remarquable diversit¢ (PERSON, 2011).

Les algues marines représentent une source pertinente de constituants en raison de leur
énorme diversité, de leur présence, de leur composition nutritionnelle et chimique. Leur teneur
¢levée en protéines, glucides et vitamines, aussi en métabolites notamment des composés
phénoliques, des terpénoides et des pigments, en font de grands candidats pour des applications
industrielles (LOURENCO-LOPES et al., 2020). Il est reconnu que les molécules naturelles
ont assuré¢ un role déterminant dans la recherche et la conception de molécules thérapeutiques
innovantes. Prés de la moiti¢ des médicaments actuellement commercialisés trouveraient leur
origine dans la nature, notamment les plantes, les animaux, les champignons et les algues
(BALUNAS et KINGHORN, 2005).

La biodiversit¢ des macro algues, rouges (Rhodophyceae), brunes (Phcehyceae) et
vertes (Chlorophyceae), offre la possibilité de trouver diverses variétés de composés naturels
aux propriétés biologiques intéressantes (BHARATHI et LEE, 2024). A ce jour, environ 30
000 produits naturels marins ont été identifiés et caractérisés (HU et al., 2024). Effectivement,
les algues jouent un role vital dans 1’écosysteéme marin, ce qui explique a la fois leur abondance
et leur accessibilité. Elles sont capables de prospérer dans des conditions environnementales
défavorables (pression, salinité, absence de lumiere, compétition spécifique, etc.). Ces
contraintes poussent ces organismes a synthétiser des métabolites secondaires, biologiquement
actifs et dotés d’une originalité structurelle remarquable (EL GAMAL, 2010 ; ELADL et al.,
2024). Des extraits issus de diverses macro algues a travers le monde ont démontré un vaste
éventail d’activités biologiques (CADAR et al., 2025).

Egalement, les molécules biologiquement actives, facteurs cruciaux impliqués dans le
systeme antioxydant dérivé de ces algues suscitent un intérét croissant chez les chercheurs,

compte tenu de la demande croissante des industries pharmaceutiques et agroalimentaires pour
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des composés naturels aux propriétés bénéfiques pour la santé. Les algues marines sont
particulierement largement connues pour leurs puissantes activités antioxydantes et leurs effets
protecteurs contre le stress oxydatif (EL-RAFIE et al., 2024). De nombreuses ¢tudes de
recherche ont révélé que les macro algues marines en particulier les algues rouges et brunes ont
des propriétés antioxydantes intéressantes a cause de leur richesse en composés phénoliques,
polyphénols, caroténoides (p-carotene, Fucoxanthine), en polysaccharides sulfates et en
vitamines (LOHRMANN et al., 2004 ; Luo et al., 2009), Ces algues constituent une ressource
précieuse et quasi inépuisable en antioxydants, dont I’intérét ne cesse de croitre. De fait, un
nombre considérable d’études expérimentales soutiennent leur réle potentiel dans la protection
contre divers troubles de santé liés au stress oxydatif (Ben Saad et al., 2016).

D’autre part, Le développement de la résistances antimicrobiennes chez les
microorganismes constitue a 1’heure actuelle un risque important pour la santé publique
mondiale. Cette problématique est étroitement liée aux pratiques cliniques, notamment la
prescription excessive d’antibiotiques et leur utilisation inappropriée, qui favorisent
I’adaptation et le transfert des mécanismes de résistance au sein des communautés bactériennes
(GIEDRAITIENE et al., 2011). Les projections estiment qu’a I’horizon 2050, prés de 13
millions de décés annuels pourraient étre attribués aux maladies infectieuses, soulignant
I’urgence de développer de nouvelles générations d’agents antimicrobiens (DYE, 2015). Dans
ce contexte, I’exploration de nouvelles sources de composés bioactifs s’impose, et le milieu
marin apparait comme un réservoir encore largement inexploré. Sa richesse en métabolites
originaux, aux structures chimiques uniques et aux activités biologiques prometteuses, en fait
une piste de recherche particulicrement stratégique pour le développement d’approches
thérapeutiques innovantes (PINTEUS et al., 2018). Au-dela de leur potentiel thérapeutique
pour la santé humaine, les molécules bioactives issues des algues suscitent également un intérét
croissant en phytopathologie. Plusieurs études ont montré que certains extraits algaux
présentent des propriétés antifongiques efficaces contre des champignons responsables de
pertes agricoles majeures, tels que les especes du genre Fusarium (MOSTAFA et al., 2022).
L’utilisation de ces composés naturels pourrait constituer une alternative durable aux
fongicides chimiques, en contribuant a limiter 1’émergence de résistances tout en réduisant
I’impact environnemental. Ainsi, 1’exploitation des métabolites algaux s’inscrit dans une
approche doublement stratégique, sur les plans de la sécurité alimentaire et de la santé publique.

La cote méditerranéenne de 1’Algérie est une source de nombreuses especes d’algues

avec une biomasse tres élevée (CHATTER et al., 2011), deux especes du genre Asparagopsis



Introduction

se trouvent le long de la cote méditerranéenne, a savoir Asparagopsis taxiformis et
Asparagopsis armata (GENOVESE et al., 2009). Asparagopsis armata (Harvey, 1855)
représente 1’'une des especes exotiques les plus invasives recensées en Méditerranée. Elle se
distingue par une forte capacité de production de biomasse et par un potentiel biotechnologique
considérable li¢ a la diversité des métabolites secondaires qu’elle synthétise (TSIAMIS et al.,
2020 ; FELIX et al., 2021), représentant 34,5 % des espéces introduites observées récemment
en Algérie (GRIME et al., 2018). En raison de sa prolifération rapide, cette algue envahit les
écosystemes marins, affectent négativement les communautés marines environnantes et
provoque des déséquilibres écologiques et constitue une menace pour la biodiversité aquatique
(SILVA etal., 2021a).

En Algérie, I’intérét pour les algues marines n’a que récemment attiré¢ I’attention par
rapport a celui de plusieurs pays, et la recherche sur les propriétés biologique, sont des voies
prometteuses pour le développement, en particulier dans le domaine des antioxydants et
antimicrobiennes. Donc la valorisation de cette biomasse invasive permet non seulement de
réduire son impact écologique, mais également une source majeure de composés dotés
d’activités antioxydante et antimicrobienne.

A cet égard, cette étude vise a explorer le potentiel bioactif de I’algue rouge
Asparagopsis armata récoltée sur les cotes algériennes, a travers la caractérisation de ses
métabolites secondaires et I’évaluation de leurs propriétés biologiques, en vue de valoriser cette
ressource marine et d’identifier de nouveaux composés d’intérét thérapeutique et
phytosanitaire.

Pour atteindre ces objectifs, la présente étude comprend deux axes complémentaires. Le
premier est d’ordre phytochimique et repose principalement sur le criblage des métabolites
secondaires, I’extraction, ainsi que sur des analyses qualitatives et quantitatives destinées a
caractériser les composés bioactifs de 1’algue Asparagopsis armata. Le deuxiéme volet est
consacré¢ a l’exploration in vitro des propriétés biologiques des extraits, en mettant
particuliérement I’accent sur leur potentiel antioxydant et leurs propriétés antimicrobiennes

La premiére partie de cette recherche est axée sur une synthése bibliographique
développée en trois chapitres. Le premier chapitre aborde les généralités sur les algues marines,
leur diversité et leur importance biologique. Le deuxiéme chapitre est dédi¢ aux activités
biologiques, avec une présentation des notions générales. Le troisiéme chapitre, quant a lui, est

centré sur 1’algue rouge Asparagopsis armata ; il en décrit les caractéres botaniques et
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systématiques, sa répartition géographique ainsi que certaines de ses utilisations dans la
pharmacopée traditionnelle.

La deuxiéme partie, expérimentale, présente de maniere détaillée le matériel et les
méthodes employées. Elle inclut la récolte des échantillons, leur préparation (séchage et
broyage), les méthodes d’extraction, ainsi que I’ensemble des protocoles adoptés pour le
criblage phytochimique et le dosage de certains métabolites bioactifs. Cette partie décrit
également la mise en ceuvre de I’analyse LC-MS/MS ainsi que les tests in vitro effectués pour
évaluer les activités biologiques des extraits obtenus.

La troisieme partie s’articule autour de la présentation et de l’interprétation des résultats
expérimentaux, confrontés aux données bibliographiques afin d’en identifier les apports et les
limites.

Enfin, une conclusion générale vient clore ce travail en mettant en évidence les
principales contributions de 1’étude et en ouvrant des perspectives de recherche futures, fondées

sur les résultats obtenus.
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Chapitre I : Les algues marines : diversité et généralités

I.1. GENERALITE SUR LES ALGUES

Les algues, organismes végétaux photosynthétiques autotrophes aquatiques dépourvus
de tiges, racines, graines et vaisseaux, jouent un role essentiel concernant la productivité
océanique et constituent la base de la chaine alimentaire marine (GOMEZ-CASATI et al.,
2025). La taille de ces organismes est trés variée, allant de quelques micrométres a plusieurs
meétres. Ils peuvent étre un icellulaires ou pluricellulaires, libres ou fixés sur un support
((FLOC'H & VETO-LECLERC, 2010). Elles vivent principalement dans les océans et les eaux
douces, mais certaines espeéces se retrouvent aussi dans les sols trés humides. Leur effectif
mondial est estimé entre 20 000 et 30 000 especes, soit environ 18% du régne végétal (GARON-
LARDIERE, 2004).

Les algues ont une structure commune a toutes les structures végétales. Elles sont
munies d’un noyau, de mitochondries, de vacuoles de réserves, de plastes, de ribosomes, d’un
appareil de Golgi, d’un réticulum endoplasmique, de vacuoles de maintien, d’un pyrénoide, du
cytosquelette, d’'une membrane cytoplasmique, d’une paroi, etc. (ILITIS, 1980).

Ces organismes ont trois couleurs principales produites par les pigments
photosynthétiques, lorsque les pigments chlorophylliens dominent, des algues vertes sont
produites. En revanche, lorsque la chlorophylle est plus ou moins masquée par d'autres
pigments comme les caroténoides, les algues apparaissent rouges ou brunes ((FLOC'H &

VETO-LECLERC, 2010).

I.2. Macroalgue et Microalgue

I.2.1. Macroalgues

Le terme « macroalgues » fait référence aux organismes multicellulaires aquatiques
photosynthétiques, a 1’exclusion des plantes terrestres (plantes vertes ou Embryophytes)
(PERSON, 2011). Elles se formées d’un grand nombre de cellules constituant le thalle,
structure végétative pluricellulaire qui ne posseéde ni racines, ni tiges, ni feuilles, ni fleurs. Le
thalle se compose de trois parties distinctes (Figurel) :
- Un systeme de fixation composé d’un disque ou de crampons ;
-Un stipe (pédoncule de longueur et de diametre variables) ;
-Une lame ou fronde découpée en filaments, cordons ou laniéres ;
La taille et la forme de thalle sont variable selon I’espece (ALAYSE et al., 1997).

Les algues dans les eaux chaudes dépassent rarement 30 cm, tandis que les algues dans

les eaux froides vont de 1 a 10 metres ou plus. La plus grande d'entre elles est Macrocystis
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(algue brune), qui peut atteindre des hauteurs allant jusqu'a 40 metres (FLOC'H & VETO-
LECLERC, 2010).

Figure 1 : Comparaison morphologique entre une plante et une algue (FLOC'H & VETO-
LECLERC, 2010)

1.2.2. Microalgues

Elles se composent d’une ou de plusieurs cellules, assurant toutes les fonctions vitales.
Selon les especes, elles font partie du phytoplancton, et leur taille moyenne varie de quelques
microns (pum) a plusieurs centaines de pm. La majorité montre une aptitude a la flottaison et
certaines especes possédent des flagelles mobiles, leur conférant une capacité de déplacement

active (ALAYSE et al., 1997).

I.3.Classification

Les algues regroupées dans la division des thallophytes sont trés différentes les unes des
autres, formant de grands embranchements hétérogenes qui partagent peu de caractéristiques
communes. Les différences entre ces embranchements d’algues sont basées sur des différences
dans les caractéristiques cytologiques et biochimiques ainsi que sur les modes structurels et
reproducteurs (ILITIS, 1980). La présence ou 1’absence de flagelles, 1’habitat, le mode de
nutrition, la nature et la localisation des pigments chlorophylliens et caroténoides, ainsi que la
nature des polymeres de réserve et leur localisation a I’intérieur ou a I’extérieur du plaste (DE
REVIERS, 2002).

Outre de nombreuses formes unicellulaires, certaines algues sont pluricellulaires et
forment des thalles dépourvus de feuilles, de tiges, de racines et de vaisseaux conducteurs

(ILITIS, 1980).
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Les ¢léments distinctifs permettant de différencier les groupes d’algues sont :

» Nature des pigments : Les macroalgues sont classées en fonction de leur couleur :
rouges, vertes ou brunes. On parle également de cyanobactéries, parfois appelées
algues bleues, bien qu’il s’agisse de bactéries, les trois principales catégories de
couleurs se référent aux trois divisions principales. Les rhodophytes (algues rouges)
et les chlorophytes (algues vertes) constituent deux groupes distincts mais
appartiennent a la méme « lignée verte », tandis que les phéophytes appartiennent a la
« lignée brune », nettement séparée de la précédente. La diversité des couleurs des
algues résulte principalement de la concentration relative de trois types de pigments :
chlorophylles (vert), caroténoides (orange et jaune) et phycobilines (rouge et bleu).
Cette variation peut parfois rendre les algues rouges légérement brunes ou les algues
brunes verdatres (PAYRI et al., 2019).

» La nature des substances de réserves ;

» Critéres cellulaires : parmi les caractéristiques distinctives, on note : 1’absence de
noyau chez les algues bleues (cyanobactéries) ; la perte de mobilité cellulaire chez les
algues rouges et certaines algues vertes ; 1’organisation particuliére des plastes ; ainsi
que la présence d’un exosquelette siliceux chez les diatomées.

» La forme du thalle : des formes complexes comme les grandes algues (Fucales et

Laminariales), des formes unicellulaires microscopiques (Diatomées, Desmidiées) ;

» Cycles et organes de reproduction : On distingue des cycles de reproduction trés
simples, comme chez les Fucus et des cycles plus complexes, observés chez certaines
algues rouges, faisant se succéder trois générations d’individus parfois trés différents
morphologiquement ;

» Le mode de vie et diversité des milieux et (DE REVIERS, 2002 ; LECOINTRE, 2004)

D’aprés ces critéres et selon les données récentes d’AlgaeBase (GUIRY, 2024) (Figure 2), plus
de 50 589 especes d’algues vivantes et 10556 fossiles sont recensées, réparties dans quatre
régnes, 14 phylums et 63 classes. Les groupes les plus diversifiés sont les Heterokontophyta
(21052 especes, dont 16427 diatomées et presque 1925 algues brunes), les algues vertes (11800
especes, réparties en Chlorophyta et Charophyta et les algues rouges (7276 especes). Les
Cyanobacteria comptent 5723 especes, tandis que les Dinoflagellata et les Haptophyta sont
moins diversifiés. Ainsi, les algues rouges, vertes et brunes constituent les trois grands groupes
majeurs, et les algues dans leur ensemble représentent le troisieme groupe le plus riche en

especes apres les plantes a fleurs et les champignons .
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Figure 2. Diversité des algues d'apres les données d'AlgaeBase (Guiry, 2024).
Donc selon ces critéres, On distingue trois grandes lignées de macroalgues : les
Chlorophytes (algues vertes), les Rhodophytes (algues rouges) et les Phéophyceae (algues
brunes) (PERSON, 2011).

1.3.1. Algues vertes (Chlorophycées)

Ce sont des eucaryotes photosynthétiques caractérisés par certaines caractéristiques
fondamentales liées a la structure du plaste et a ses propriétés biochimiques.
(BOUDOURESQUE et al., 2006) Leurs chloroplastes, entourés de deux membranes,
présentent des thylakoides empilés (grana) (PROSCHOLD et LELIEAERT, 2007). Ils sont
verts en raison des chlorophylles a et b, associées a des xanthophylles et des caroténes. Les
réserves sont constituées d’amidon intraplastidial (ILITIS, 1980). La grande partie des algues
vertes habitent en eau douce ou en milieu marin, bien que certaines espéces puissent également
se développer sur sol (GARON-LARDIERE, 2004).

Il existe environ 11800 especes d’algues vertes réparties dans plusieurs classes, parmi
lesquelles : les Chlorophyceae, les Ulvophyceae et Charophyceae. Ces classes différent par la

disposition et I’ancrage des flagelles, par la chronologie de la disposition des fuseaux a la
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télophase, et par la maniére dont se produit la cytodiérése apres la division nucléaire (Nabors,

2009).

1.3.2. Algues brunes (Phéophycées)

Les Phéophycées sont des algues thalloides pluricellulaires et macroscopiques,
exclusivement filamenteuses a 1’état adulte. Majoritairement marines, elles se distinguent par
des plastes bruns renfermant des chlorophylles a et ¢, du caroténe et des xanthophylles
(principalement diatoxanthine et fucoxanthine). Différemment des autres lignées, elles
n’accumulent pas I’amidon mais des réserves sous forme de laminarine et de mannitol. Leur
reproduction se réalise via des zoosporocystes uni-cellulaires ou pluriloculaires (ILITIS, 1980

; BOUDOURESQUE et al., 2006).

1.3.3. Algues rouges (Rhodophycées)

Les algues rouges, ou Rhodophytes, correspondent a un grand groupe d’algues surtout
marines et pluricellulaires. La plupart de ces algues vivent fixées sur un substrat quelconque.
Elles se définissent par la présence de caroténoides, chlorophylle a et de phycobiliprotéines
(MERLE et al.,, 2018).

Ce groupe, qui comprend plus de 7 276 especes de Rhodophytes, est trés diversifié. Il existe
moins de 100 especes différentes d’algues rouges dans les eaux douces (NABORS, 2009 ;
GUIRY, 2024).

Les Rhodophytes (algues rouges) doivent leur coloration a la phycoérythrine présente dans
leurs plastes. Leurs réserves glucidiques sont constituées de rhodamylon, un amidon
extraplastidial qui devient brun et non bleu au contact de I’'iode (GAYRAL, 1975 ; DE
REVIERS, 2002).

La majorité de ces algues rouges sont macroscopique marines pluricellulaires possédent
un thalle finement découpé, vivent et se développent en grande profondeur océanique que les
autres algues. Leur morphologie varie de filaments microscopiques simples a des lames
épaisses pouvant atteindre un meétre de longueur. Toutefois, certaines formes unicellulaires
existent, et quelques espéces se rencontrent également en eau douce (DE REVIERS, 2002 ; LE
GALL, 2012).

I.4.Reproduction des algues :

Comme tous les organismes vivants, les macroalgues se reproduisent, une
caractéristique essentielle qui contribue a leur développement et a leur survie. Leurs cycles de
multiplication sont trés diversifiés et difficiles a maitriser. Durant ces cycles, différentes étapes

s’alternent, a savoir le gamétophyte haploide et le sporophyte diploide. Ainsi, nous avons

10
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trouvé des especes de macroalgues avec des stades diploides et haploides, qui peuvent étre tres
distincts et bien différenciés en morphologie (PERSON, 2011), Elles utilisant principalement
deux modes de reproduction, la reproduction sexuée et asexuée (BOURGOUGNON et
GERVOIS, 2021).

I.4.1. Reproduction asexuée

La reproduction des algues se réalise principalement par voie végétative également
appelée multiplication asexuée, Ce processus implique soit la division d'une cellule isolée
comme les algues bleues, ou une fragmentation de thalle conduisant a la création de plusieurs
organismes identiques. Des cellules spécialisées, telles que les spores, sont fréquemment

impliquées dans ce processus de reproduction (GARON-LARDIERE, 2004).

1.4.2. Reproduction sexuée

En plus de la reproduction asexuée, les algues eucaryotes assurent une reproduction
sexuée par la fusion de deux gamectes male et femelle, produisent un ceuf, ou zygote
(BOURGOUGNON et GERVOIS, 2021).

Plusieurs types peuvent étre observés, notamment :

e [’isogamie : les deux gametes sont morphologiquement identiques.

e L’anisogamie : les deux gamétes sont morphologiquement distincts.

e Laplanogamie : la fusion s’effectue entre deux gameétes flagellés et mobiles.

e [’oogamie : le gaméte femelle est grand, immobile, riche en réserves et en plastes,

et se fusionne avec un gamete male flagellé.

e La trichogamie : le gamete femelle reste fixé sur le gamétophyte et forme une

¢longation, dite trichogone, sur laquelle le gaméte male se fix (BOURGOUGNON
et GERVOIS, 2021).

La reproduction des algues repose sur une alternance de phases asexuées, assurées par
les thalles sporophytiques et de phases sexuées, portées par les thalles gamétophytiques
producteurs de gametes. Ce cycle implique une alternance de générations, caractérisée par
I’alternance d’étapes haploides (n chromosomes) et diploides (2n chromosomes (GARON-
LARDIERE, 2004 ; LAPLACE-TRYTURE, 2014). L’alternance relative des phases est tres

variable selon I’espéces (Figure3).

11
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Figure 3 : Diversité des cycles de reproduction des algues (RONALD et VIAN, 1985).
a. cycle haplophasique ; b. cycle haplo-diplophasique ; ¢. cycle diplophasique ; d. cycle a
trois générations successives ; F, fécondation ; g, gamétes ; RC, réduction chromatique ; S,

spore ; Z, zygote

I.5.Compositions bioactives des algues marines

Le potentiel nutritionnel des algues est vaste et trés diversifié. La composition
biochimique peut varier dépend largement de facteurs tels que les especes, les conditions de
croissance, les niveaux de stress, la saison et. L’intérét des macroalgues peut étre
principalement attribué¢ a la présence simultanée de trois principaux groupes de constituants
(fibres, minéraux et protéines). Ces composants sont abondants et diversifiés, fournissant un
apport important en macro et oligo-éléments. De plus, l'intérét des macroalgues réside
également dans la présence de métabolites tels que les caroténoides, les vitamines, les
polyphénols et les acides gras polyinsaturés qui possedent des propriétés antioxydantes et
antiradicalaires (PERSON, 2011). Le potentiel nutritionnel des algues est diversifi¢ grace a la
présence des protéines généralement bien équilibrées en termes d'acides aminés. La présence
de fibres aux structures variées et originales, distinctes de celles des végétaux terrestres, ainsi
que la richesse en vitamines diversifiées, constitue une caractéristique notable des algues

(ZITOUNI, 2015).

I.5.1. Métabolites primaires
I.5.1.1. Glucides :

Le contenu global en glucides dans les algues varie de 20 % a 76 % du poids sec selon
I’espece (HOLDT et KRAAN, 2011). Les macroalgues renferment généralement trois grandes
familles de glucides : (i) les sucres polyméres de réserve issus du métabolisme
photosynthétique, (i1) les molécules de faible poids moléculaire, comme les polyols et les

hétérosides, et (iii) les polysaccharides pari¢taux (BOURGOUGNON et ANNETTE, 2021).

12
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Parmis les produits du métabolisme photosynthétique chez les algues rouges 1’amidon
floridéen, constitu¢ d’un a-D-(1-4) glucane insoluble fortement apparenté aux amidons (Figure
4) (BOURGOUGNON et ANNETTE, 2021).

Bien que la teneur en glucides dans les algues soit considérablement élevée, la plus
grande partie est disponible en fibres alimentaires de polysaccharide, qui n’est pas repris par le
corps humain. Par conséquent, les algues ne constituent pas une source importante de glucides
en termes de biodisponibilité. Les formes faibles, mais absorbables de glucides présentes dans

les algues comprennent le glucose, le mannose et le galactose. (RAJAPAKSE et KIM, 2011).

OH

O OH

OH

o

Figure 4 : Amidon floridéen (BOURGOUGNON et ANNETTE, 2021)
1.5.1.2. Fibre

Les algues génerent de grandes quantités de fibres (chimiquement sont des
polysaccharides). Les polysaccharides avec cette structure unique sont per¢us comme des fibres
alimentaires et sont impliqués dans des régimes alimentaires sains au méme titre que les fibres
alimentaires dans les l1égumes terrestres (MARFAING, 2017).

Les fibres participent a la régulation du transit intestinal (DEMOULAIN et
LEYMERGIE, 2009). Elles se distinguent par des structures a la fois diverses et uniques non
similaires aux fibres des végétaux terrestres (LAHAYE, 1991). Ces fibres représentent une
variété importante, constituée selon 1’espece : chez les algues vertes (Chlorophycées), les
ulvanes ; chez les algues brunes (Phéophycées), les alginates (Figure 5), les fucoidanes et les
laminarines ; chez les algues rouges (Rhodophycées), les galactanes, les carraghénanes, les

xylomannanes et les porphyranes (MICHEL et al., 1999 ; PUJOL et al., 2002).
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B-D-mannuronate a-L-guluronate

Figure 5 : Alginate (enchainement de 1’acide -1-4-D-mannuronique (M) et I’acide a-1-4-
guluronique (JIAO et al., 2011)

Les principaux polysaccharides algaux, dont 1’agar, le carraghénane et l’alginate,
résistent a I’action des enzymes digestives humaines et sont donc classés parmi les fibres
alimentaires (LAHAYE et al., 1991). La teneur moyenne en fibres des algues représente 35 a
40 % de leur poids sec, et plus de la moiti¢ de cette fraction est constituée de fibres solubles.
Selon RAJAPAKSE et KIM, (2011), pres de 55 a 70 % des fibres totales alimentaires sont des
fractions de fibres solubles qui comprennent principalement de 1’agar (Figure 6), des alginates
et des carraghénanes en quantités variables selon I’espéce d’algue et les conditions de

croissance (Tableau 1).

Tableau 1 : Différentes types des fibres solubles présente chez les Algues (RAJAPAKSE et

KIM, 2011)

Fibre soluble Source Genre
Agar Algues rouges | Gracilaria, Gelidium, Plerocladia
Carrageenans Algues rouges | Eucheuma, Chondrus, Hynea, Gigartina
Alginate Algues brunes | Macrocystis, Laminaria, Ascophyllum
Fucoidane Algues brunes | Laminaria religiosa, Nemacystus decipiens
Laminarine Algues brunes | Laminaria japonica, Saccharina latissima
Porphyrane Algues rouges | Porphyra sp
Ulvane Algues verts Ulva lactuca, Enteromorpha spp
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Figure 6 : Structure de I’ Agar (BOURGOUGNON et ANNETTE, 2021)

1.5.1.3. Protéines

Les algues ont généralement des niveaux élevés de protéines se distinguent par un profil
équilibré en acides aminés essentiels (LOURENCO-LOPES et a/ ., 2020), mais le contenu en
protéines des macroalgues est bien inférieur a celui des microalgues d'eau douce, qui peuvent
avoir une teneur en protéines plus élevée, atteignant jusqu’a 70% de la matiére séche pour la
Spiruline et un taux de 48% pour la Chlorelle (MARFAING, 2017). La teneur est trés variable
et dépend des especes sélectionnées, leur site et la période de collecte (LOURENCO-LOPES
et al., 2020).

Généralement, les protéines d’algues présentent une richesse en arginine, alanine,
glycine et acide glutamique, et contiennent tous les acides aminés essentiels (RAJAPAKSE
et KIM, 2011). Cependant, par rapport a d'autres sources alimentaires riches en protéines, les
niveaux de lysine et de cystine des algues semblent limités. La teneur en protéines et la
composition en acides aminés, le score d'acides aminés et I'indice d'acides aminés essentiels
étaient plus €levés chez les algues rouges que les autres algues (HOLDT et KRAAN, 2011).

Certaines espéces d'algues rouges telles que Pyropia tenera, Palmaria palmata et
Pyropia yezoensis , possedent des fractions protéiques qui s’étendent de 35 a 47 %, des teneurs
qui peuvent, sur le plan quantitatif, étre comparées a celles du soja (35%) (BOURGOUGNON
et ANNETTE, 2021).

Parmi les algues rouges, le nori se distingue par sa richesse en protéines, avec une teneur
moyenne avoisinant 30 % de la matiere seche (MARFAING, 2017). En revanche, la teneur
protéique de 1’algue brune est faible (3 a 15 % du poids sec) par rapport a celle de I’algue verte
ou rouge (10 a 47 % du poids sec), a I’exception de I’espece Undaria pinnatifida (wakame),
dont la valeur protéique entre 11 et 24 % (poids sec) (FLEURENCE, 1999). Les teneurs
protéiques atteignent leur maximum a la fin de I’hiver et au printemps, tandis que les plus

faibles sont enregistrées durant 1’ét¢ (FLEURENCE, 1999).
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1.5.1.4. Lipides

La teneur lipidique est trés faible et varie de 1-5% (PERSON, 2011). Les macroalgues
renferment une teneur faible en lipides qui varie selon I’espece, Cependant la teneur totale en
lipides chez les thodophytes varie considérablement, avec des valeurs comprises entre 0,1 % et
6,2 % (BOURGOUGNON et ANNETTE, 2021).

Les lipides des algues présentent des caractéristiques qualitatives distinctes de ceux des
plantes terrestres. Par ailleurs, les microalgues affichent une teneur en lipides significativement
plus élevée, variant de 1 a 40 % et pouvant atteindre jusqu’a 85 % du poids sec selon les
conditions de culture (MARFAING, 2017). Les lipides neutres et les glycolipides sont présents
dans toutes les algues, et la proportion d'acides gras essentiels est plus élevée dans les algues
que dans les plantes terrestres. Les algues produisent d’importantes quantités d’acides gras
polyinsaturés, notamment dans les climats froids, et présentent généralement une teneur
lipidique totale plus ¢€levée durant les saisons chaudes (NARAYAN et al., 2006). Elles se
caractérisent par une richesse particuliere en acides gras polyinsaturés tels que 1’acide a-
linolénique (03-C18:3, ALA), le stéaridonique (03-C18:4, STA), I’arachidonique (06-C20:4,
ARA) et I’eicosapentaénoique (03-C20:5, EPA). L’acide gras saturé le plus commun est 1’acide
palmitique (16 :0). Les algues rouges présentent des teneurs particuliérement élevées en acides
gras polyinsaturés a 20 carbones (MARFAING, 2007).

I.5.1.5. Eléments minéraux

Les algues sont une source riche en minéraux. Leur contenu dans la biomasse est parfois
aussi ¢élevé que 36% (CEVA, 2022). La variété des substances représentées est importante :
elles constituent une source remarquable en macroéléments essentiels comme le calcium, le
sodium, le potassium, le chlore, le magnésium, le phosphore et le soufre. Elles renferment
¢galement une large variété d’oligo-¢léments, notamment 1’iode, le zinc, le fer, le cuivre, le
molybdene et le sélénium, auxquels s’ajoutent d’autres éléments en quantités variables tels que
Le bore, le brome, le fluor, le manganese, le nickel ou encore le cobalt. Il convient de
mentionner que la composition en iode chez les macro-algues est exceptionnelle et importante.
Chez certaines especes, particuliérement les gracilaires (algues rouges) et les laminaires (algues
brunes), elle est remarquable (MARFAING et LERAT, 2007 ; PERSON, 2011 ; RAJAPAKSE
et KIM, 2011). La richesse des algues en minéraux est due a la fois a I'accumulation des ions
métalliques de I'eau salée par les algues et la concentration des substances, comme les sels de

carbonate, dans leurs thalles (CHOJNACKA et al., 2012).
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Les algues rouge, verte et brune ont une quantit¢ de minéraux totales similaire.
Cependant, les algues vertes ont une concentration un peu plus basse comparativement aux
deux autres types d’algues (Tableau2).

Tableau 2 : Pourcentage des éléments minéraux dans la masse séche chez les algues (CEVA,

2022)
Les algues Pourcentage de matiere minérale dans
la masse séche
Algues vertes 6 a30%
Algues rouges 12 2436%
Algues brunes 152a36%

1.5.1.6. Calcium

Le calcium contient de 4 a 7 % de matiére seéche (8 g poids sec) fournit 560 mg de
calcium (RAJAPAKSE et KIM, 2011). Les macroalgues, telles que Ulva sp, présentent des
teneurs en calcium pouvant atteindre 6 % de la masse séche. Certaines espéces calcaires,
comme le Lithothamnium (maérl), en sont particulierement riches, avec des concentrations
variant de 25 a 34 %. Ce calcium se caractérise par une excellente solubilité dans les conditions
gastriques (pH=1,5), libérant une quantité importante de calcium ionisé hautement
biodisponible. Ainsi, ces algues constituent une source naturelle précieuse de calcium,
susceptible d’intervient activement dans la prévention de la déminéralisation osseuse et des
troubles liés a la carence en calcium (BROWN et al. 2014).

Le calcium est disponible sous la forme phosphate de calcium qui contiennent de 3 a 14 fois
plus de calcium que le lait (DEMOULAIN et LEYMERGIE, 2009 ; RAJAPAKSE et KIM,
2011).

I.5.1.7. Composés halogénés

Selon les especes, les composés halogénés des algues marines sont relativement variés
(COUTEAU et al., 2016). Les macroalgues se distinguent par leur teneur particulierement
¢levée en iode et reste relativement élevé par apport les plantes terrestres (RAJAPAKSE et
KIM ; PERSON, 2011). Lateneur en iode la plus élevée se trouve dans les algues brunes (1500
a 8000 ppm) (RAJAPAKSE et KIM, 2011), dans la plupart des cas, les algues vertes et les
algues rouges (sauf exception) ont un contenu plus faible (Tableau 3).

Le Fucus spp et Laminaria spp contiennent des quantités importantes d’iode, qui

susceptibles d’atteindre jusqu’a 0,9% du poids sec. L’iode a la propriété de favoriser la lipolyse

17



Chapitre I : Les algues marines : diversité et généralités

qui agir sur le métabolisme de thyroide par I’élévation de I’entrée des acides gras dans les
mitochondries. Par conséquent, ce composé a produit un ingrédient important au niveau
cosmétique, alimentaire et pharmacologique (COUTEAU et al., 2016).

Les algues rouges se caractérisent par leur capacité a produire une grande diversité de
composés halogénés comme 1’espece Asparagopsis armata (Rhodophycées), qui produisaient
d’autres composés halogénés, dérivés du brome (bromoforme et acide dibromo-acétique) qui
sont liés a des propriétés antimicrobiennes trés importantes (JACINTO et al., 2013).

Tableau 3 : Contenu en iode de diverses algues (CEVA, 2022)

Les especes Teneur en mg/kg sec
Laminaria saccharina 2789-5277
Algues brunes Laminaria digitata 2020-7454
Fucus vesiculosus 240-728
Algues rouges Palmaria palmata 40-541
Porphyra umbilicalis 67-188
Algues verts Ulva sp 10-131

[.5.1.8. Magnésium
Les algues sont une source abondante de magnésium (DEMOULAIN et LEYMERGIE,

2009). L algue calcaire Lithothamnium constitue également une source remarquable, contenant
environ 1,7 a 3,3 % de magnésium en poids sec. Divers types de macroalgues, en particulier
les algues vertes comme Ulva sp, sont é¢galement riches en magnésium (teneur moyenne de 4,7
2/100 g MS) et Enteromorpha sp. (Teneur moyenne de 3,7 g/100 g MS), En outre chez les
algues brunes, comme le Laminaria et Undaria, fournit plus de 50% de la dose journaliere
recommandée de magnésium. Par conséquent, les algues peuvent étre utilisées comme
complément alimentaire pour satisfaire la plupart des besoins minéraux importants du corps
(RAJAPAKSE et KIM, 2011).
1.5.1.9. Fer et cuivre

Les algues marines sont aussi riches en autre ¢léments essentiels comme le fer (Fe) et
le cuivre (Cu), ce qui en fait des sources minérales intéressantes comparées a certaines denrées
terrestres, chez 1’algue brune Alaria esculenta, la teneur moyenne en fer est d’environ
44,6 mg/100 g de matiere seche, tandis que le cuivre atteint 0,3 mg/100 g de matiere seche. De
méme, les especes du genre Fucus présentent environ 24,0 mg de fer et 0,5 mg de cuivre pour
100 g de matiere séche. Chez I’algue rouge Gracilaria spp., la teneur moyenne en fer est

d’environ 36,0 mg/100 g et en cuivre 0,6 mg/100 g de matiére seche (CEVA, 2022). Ces
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niveaux de minéraux sont bien supérieurs aux quantités généralement observées dans des
légumes terrestres comme les épinards crus contiennent environ 2,7mg de fer/100g

(HOLLAND et al., 1993).

1.5.2. Métabolites secondaires

Généralement, Les algues ont la capacité de synthétiser une vaste variété de métabolites
secondaires présentant diverses activités biologiques.
1.5.2.1. Polyphénols

Les composés phénoliques sont des polymeres de molécule aromatique (poly)
hydroxylées (BOURGOUGNON et ANNETTE, 2021). Se distinguent par la présence d’un
noyau aromatique (benzénique) sur lequel est fixé au moins un groupe hydroxyle (-OH)
directement lié a I’anneau. Libre ou associé a une autre fonction : ester, éther, hétéroside
(BRUNETON, 2009). Les polyphénols font partie des métabolites secondaires des algues et
constituent un groupe particuliérement important et diversifié. Ils sont omniprésents dans le
regne végétal (CREIS, 2015). Généralement, les composés phénoliques situés dans les couches
externes du cortex du thalle essentiellement utilisés pour la défense de algues et leur résistance
face a I’environnement (BOURGOUGNON et ANNETTE, 2021).

Les polyphénols sont produits par trois classes d’algues, mais les algues brunes
Phaeophyceae se distinguent par leur tres forte teneur en polyphénols (BOURGOUGNON et
ANNETTE, 2021).

Chez les algues marines, les composés phénoliques comprennent les acides
phénoliques, les phlorotannines (Figure 7) (polymeres complexes composés d’oligomeres de
phloroglucinol), les flavonoides, tanins et catéchines. Le type et la teneur des composés
phénoliques dépendent fortement avec les especes (HENTATI et al., 2020). En effet, les
Pheophyceae (algues brunes) sont principalement caractérisées par des teneurs significatifs de
phlorotannines, alors que les Rhodophyceae (algues rouges) et Chlorophyceae (algues vertes)
sont riche en flavonoides, acides phénoliques et bromophénols (RAGAN et CRAIGIE, 1986 ;
GOMEZ-GUZMAN et al., 2018).

Les composés phénoliques jouent divers roles protecteurs, contribuant a la défense
contre les rayonnements solaires et dissuadant les prédateurs herbivores par leur goftt
astringent. IlIs possedent également des propriétés antimicrobiennes, se traduisant par des
activités antibactériennes, antifongiques ou antilarvaires (HOLDT & KRAAN, 2011). IIs

montrent aussi des activités biologiques prometteuses telles que I’activités antioxydants, anti-
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VIH, antiprolifératifs, radio-protecteurs, antidiabétiques, protection de la peau et activités
antiallergiques (WIJESEKARA et al., 2010).

Divers composés polyphénoliques, parmi lesquels : flavonols, catéchines, et glycosides
flavonols ont été identifiés dans des extraits méthanoliques d’algues rouges et brunes
(SANTOSO et al., 2002 ; YOSHIE-STARK et al., 2003). Des bromophénols ont ét¢ identifiés
dans 1’algue rouge Polytubella ferulacea, récoltée au Sénégal. Ces composés possédent des
propriétés antifongiques, antibiotiques et répulsives, et sont essentiels a I’algue pour se protéger

des attaques des poissons herbivores (CHOI et al., 2012).
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Figure 7: Structure chimique des principaux groupes de phlorotannins: (1) phloroglucinol;
(2) eckol ;(3) fucodiphlorethol ;(4) phlorofucofuroeckol ;(5) 7-phloroeckol ;(6) dieckol ;(7)6,
6' -bieckol ;(8) triphlorethol-A et (9)2,7-phloroglucinol-6, 6' (VENKATESAN et al., 2016)

I.5.2.2. Flavonoide

Les flavonoides sont des composés phénoliques caractérisés structurellement par
I’oxygéne hétérocyclique liés a deux cycles aromatiques (Figure 8), qui peuvent alors varier en
fonction du degré d’hydrogénation (HUSSAIN et al., 2019). L’ensemble des flavonoides
partage un méme squelette fondamental constitué de quinze atomes de carbone, organisés selon

une structure de type phényl-2-benzopyrane, caractérisée par la configuration (C6—C3—C6)
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(ISOREZ, 2007). 1l existe plusieurs classes selon le degré d'oxydation et d'insaturation du cycle
C dont les plus importantes sont les flavones, les isoflavones, les flavanones, les flavonols,
dihydroflavonols, les chalcones, les isoflavanones, les anthocyanes, les aurones et les tanins
(CHEBIL, 2006). 11 existe de nombreuses études sur la teneur flavonol dans les plantes.
Toutefois, les recherches portant sur la teneur en flavonoides des algues demeurent limitées
(COTAS et al., 2020). Quelques recherches ont montré que les algues représentent une source
importante de flavonoides, notamment de catéchines. Des composés comme la rutine, la
quercétine et 1’hespéridine ont été identifiés chez différentes espéces appartenant aux
Chlorophyta, aux Rhodophyta et aux Phaeophyceae (SANTOS et al., 2019).

Les ¢tudes de COX et al, (2010) ont révélé que les teneurs en flavonoides des quelques
extraits d’algues : Palmaria palmata, Enteromorpha spirulina, Laminaria saccharina,
Laminaria digitata, Himanthalia elongata et Chondrus crispus varient entre 7,66 et 42 ,5mg
QE/g extrait. La valeur la plus ¢élevé (42,50 mg QE/g extrait) a été détecté chez 1’algue

Himanthalia elongata comparativement aux autres algues.

Figure 8 : Structure de base de Flavonoide (YOSHIE et a/, 2003)

1.5.2.3. Pigments

Les macroalgues sont des organismes photosynthétiques et autotrophes, a forte teneur
en pigments, qui absorbent la lumicre pour se nourrir. Les algues sont capables de synthétiser
jusqu’a trois types de pigments : chlorophylles, caroténoides (caroténes et xanthophylles) et
phycobiliprotéines (WANG et al., 2017). Le type de pigments synthétisés par chaque classe de
macroalgues définit sa couleur, également en fonction de I’habitat et de I’intensité de la lumiére
disponible, déterminée par la profondeur a laquelle ils sont trouvés (DUMAY et al., 2016). Les
algues vertes (Chlorophyta) contiennent des pigments, tels que caroténe, xanthophylles et
chlorophylles a et b. Les algues rouges sont plus présentes dans les eaux plus chaudes, avec des
chlorophylles a et d et des caroténoides. Cependant, leur coloration est liée a une concentration
¢levée de phycoerythrine dans leurs cellules. Les algues brunes sont principalement des eaux

froides, dans lesquelles fucoxanthine donne la couleur typique, ils possedent également des

21



Chapitre I : Les algues marines : diversité et généralités

chlorophylles a et ¢ et autres caroténoides (LEANDRO et al., 2020 ; FLEURENCE, 2022)
(Tableau 4)

Tableau 4 : Classification des algues selon leurs compositions pigmentaires (FLEURENCE,

2022)
Phylum Pigments principale Pigments secondaires
Chlorophytes (Algues Chlorophylle a Chlorophylle b
vertes)
Rhodophyte (Algues rouges) | Chlorophylle a -phycoérythrine
-phycoérythrocyanine
-Allophycocyanine
- Chlorophylle b
Chromophytes (Algues Chlorophylle a - Chlorophylle ¢
brunes) -Excé de caroténoides
(caroténe, xanthophylle,
fucoxanthine)

1.5.2.4. Caroténoide

Les caroténoides sont des composés isoprénoides lipophiles (MORAIS et al., 2021).
Les algues ressemblent beaucoup aux plantes supérieures concernant le type, la distribution et
I’emplacement de leurs caroténoides. Les algues vertes (chlorophyta) sont riches en -carotene,
violaxanthine, lutéine, néoxanthine, z€axanthine, fucoxanthine, pérédinine et dianoxanthine.
Les algue rouge (rhodophyta) contiennent en plus de 1’a-caroténe et de B-carotene (SHAHIDI
et al., 1998 ; MARFAING, 2017). Chez les algues brunes (phaéophyta) les pigments
principaux sont -caroténe, violaxanthine et fucoxanthine. Cette derniére est un des pigments
les plus caractéristiques des algues brunes et également 1’un des plus abondante de tous les
caroténoides (Figure 9) (LATSCHA, 1990).

Les caroténoides sont participés dans 1’absorption de I’énergie lumineuse chez les
algues comme chez les plantes. Ils contribuent a la transmission de la lumiére a la chlorophylle
et protegent les cellules des effets néfastes des rayonnements ultraviolets (LERAT, 2013). Les
caroténoides posseédent de fortes propriétés antitumorales, anti-inflammatoires et
antioxydantes, et participent a la prévention de diverses pathologies liées au stress oxydatif.

(OKUZUMI et al., 1993 ; CHRISTAKI et al., 2012 ; BOROWITZKA et al., 2013).
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Figure 9 : Structure chimique de quelques pigments (GONG et BASSI, 2016)
1.5.2.5. Chlorophylle

Les chlorophylles sont des pigments présents dans toutes les especes d’algues. Elles se
trouvent a I'intérieur des chloroplastes et conferent une couleur verte aux plantes. Chez les
algues, les chlorophylles apparaissent habituellement en concentrations plus élevées que chez
les autres pigments (MORAIS et al., 2021). La proportion dans laquelle elles se trouvent est
trés variable, puisque les macroalgues vertes doivent leur couleur a la prédominance des
chlorophylles de la série a et b; les algues brunes contiennent des chlorophylles a et ¢ avec des
caroténoides, en particulier B-caroténe et fucoxanthine; et les algues rouges montrent cette
pigmentation due a la présence de phycobiline, qui peut étre rouge (phycoerythrines) ou bleu
(phycocyanines et allophycocyanines), bien qu’ils contiennent des chlorophylles des séries a
etd (WANG et al., 2017).
Les chlorophylles sont utilisées dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques et

alimentaires notamment en raison de leurs effets antioxydants, antimutagenes, et cosmétique

(HOSIKIAN et al, 2010)

1.5.2.6. Isoprénoides (Terpénoides)
Les isoprénoides ou terpénoides forment une grande famille de substances naturelles,
représentant plus de la moitié des métabolites secondaires des algues (GAUBERT, 2018). Qui

montrent des activités biologiques importantes (antibactériens, antioxydants, anti-
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inflammatoires et propriétés antitumorales. Ainsi, il peut étre intéressant d’envisager leur
application dans les cosmétiques, industries pharmaceutiques et alimentaires. Un bon exemple
de leur application peut étre le chromeéne meroterpénoide tétraprényltoluquinol, obtenu a partir
des macroalgues brunes Sargassum muticum. Cette molécule a révélé sa capacité a réduire la
production de ROS en 21%. Cela signifie qu’il possede une activité de stress anti-
photooxidative qui peut protéger les fibroblastes dermiques humains contre dommage ROS.
De méme, diterpénoides spatanes synthétisés par 1’algue brune Stoechospermum marginatum
ont une capacité antitumorale efficace contre la croissance de malignes mélanomes, de sorte
que son utilisation dans les crémes, les écrans solaires et autres formulations pourrait étre
envisagée (WANG et al., 2017)

1.5.2.7. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés hétérocycliques contenant de 1’azote, généralement
isolés a partir des plantes. Ils représentent 1’un des types les plus cruciaux de produits naturels
du fait de leur abondance, de leur variété et de la complexité de leur structure. En fonction de
leurs structures classées comme isoquinoléines, quinoléines, indoles, alcaloides pipéridines,
etc. (YAN et al., 2021).

Les alcaloides provenant des algues marines sont classés principalement dans les
groupes des phényléthylamines et des indoles. Ils sont moins fréquents que les alcaloides des
plantes terrestres, généralement les algues marines contiennent 44 alcaloides, soit 1
phényléthylamine, 41 indoles et 1 dérivé de naphthyridine. Dans le groupe des alcaloides
halogénés, il y a 25 composés contenant du brome, dont 7 ont du chlore et 5 ont du soufre. La
plupart des alcaloides du groupe indole sont concentrés dans les algues rouges tandis que les
algues vertes sont riches en alcaloides bromés et chlorés. Ces alcaloides halogénés d’algues
sont absents chez les plantes terrestres et sont spécifiques aux algues et aux organismes marins
(GUVEN et al., 2010).

Les alcaloides des algues marines montrent des activités biologiques pertinentes comme
le caulerpin était le seul alcaloide indole de sources marines qui a été signalé comme étant un
produit anti-inflammatoire potentiels (BITENCOURT et a/., 2011). En outre, il existe deux
dérivés : lophocladine A et lophocladine B qui ont été isolés d’une Lophocladia spp. (Algue
rouge) (GROSS et al., 2006) présentent une activité anticancéreuse marquée (PAULETTI et a/
, 2010).
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1.5.2.8. Vitamine

Les algues se distinguent par leur richesse en vitamines hydrosolubles (B1, B2, B12, C)
et liposolubles (A et provitamine A, E, D et K). Plusieurs de ces vitamines, telles que les
caroténoides (P-caroténe), la vitamine C (acide ascorbique) ainsi que les vitamines Bl
(thiamine) et B3 (niacine), présentent des activités antioxydantes (LOURENCO-LOPES et al.,
2020).

La plupart des algues rouge, comme le Palmarie et Porphyra, ont une concentration
trés importante de provitamine A et de nombreuses vitamines B1, B2 et B12, chez les algues
brunes, il semblerait que les teneurs soient faibles mais La vitamine E est bien présente
(BOURGOUGNON et ANNETTE, 2021).

L’un des principaux intéréts des algues réside dans leur apport en vitamine B12,
inexistante chez les plantes terrestres (RAJAPAKSE et KIM, 2011 ; PERSON, 2011). La
composition des vitamines différe selon les espéces, le stade de croissance et la situation
géographique. Elle est également influencée par divers facteurs abiotiques, notamment la
salinité, la saisonnalité, la présence de lumiere et la température de 1'eau. (BOURGOUGNON
et ANNETTE, 2021).
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Chapitre I : Activités biologiques, généralités et évaluation

I1.1. Généralités sur les radicaux libre, les antioxydants et le stress oxydatif

I1.1.1. Radicaux libres

L’oxygéne, bien qu’indispensable a la vie, peut avoir des effets délétéres sur
I’organisme en favorisant la génération des radicaux libres et d’especes réactives de I’oxygeéne
(EOA) (HALENG et al., 2007).

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules possédant un électron non apparié,
ce qui les rend particuliérement réactifs en raison de la forte tendance de cet électron a
s’associer de nouveau, IIs ont été considérés comme nuisibles, causes de potentiels dommages
dans I’organisme (MIGDAL et SERRES, 2011). IIs sont fortement instables et subissent des
réactions rapides avec d'autres composé€s, en essayant de capturez les électrons nécessaires a la
stabilité. La "réaction en chaine" commence lorsque les radicaux libres attaquent la molécule
stable la plus proche en "volant" des électrons, et les "molécules attaquées" deviennent elles-
mémes des radicaux libres. Leur danger majeur provient de leur capacité a induire des
altérations en interagissant avec des constituants cellulaires fondamentaux, comme I'ADN ou
les membranes cellulaires aprés exposition aux radicaux libres (PELLI et LYLY, 2003 ;

TANGUY et BEGUE-SIMON, 2009).

I1.1.2. Principaux radicaux libres

I1.1.2.1. Especes réactives de I’oxygéne ERO

Ils constituent les radicaux libres les plus abondants. Cette catégorie comprend des
especes dérivées de 1I’oxygene, formées par des réductions successives d’un €lectron. Certains
de ces dérivés possedent des électrons dans un état énergétique excité, ce qui les rend hautement
réactifs. Parmi eux, certains contiennent un électron non apparié et font partie des composés
oxydants générés lors de la réduction de I’oxygéne (FAVIER, 2006).

Selon RUTKOWSKI et al., (2007), les especes réactives de 1’oxygeéne peuvent étre
générées dans tout type cellulaire, méme dans des conditions physiologiques normales, la
mitochondrie constitue le site principal de la production cellulaire d’ERO 80 % de ’anion
superoxyde (O2 ¢ ) provenant de la chaine respiratoire (CARRIERE et al., 2006). C’est une
ERO primaire qui cela entraine, au fil de véritables chaines d’oxydoréduction, la formation de
nombreuses especes hautement réactives (Figure 10) (STROBEL et al., 2011).

> Les radicaux libres primaires : Ils occupent une place particuliere dans la
physiologie, ils dérivent directement de 1’02 par une réaction de réduction ; tels que 1’anion

superoxyde O:e et le radical hydroxyle OHe ;
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> Les radicaux libres secondaires résultent de D’interaction des radicaux libres
primaires avec différents composés biochimiques cellulaires ;

> Les especes réactives de 1’oxygene (EAQO) correspondent a des molécules sans
¢lectron célibataire, mais présentant un pouvoir oxydant élevé, capables de produire des

radicaux libres, notamment le peroxyde d’hydrogene (H20:), I’oxygéne singulet (*O2) et le

peroxynitrite (ONOOH) (FANG et al., 2002 ; FAVIER., 2003)

I1.1.2.2. Especes réactives de I’azote ERA

Chez les mammiferes, les espéces réactives de 1’azote dérivent principalement du
monoxyde d’azote (NOe¢) et du nitrite (NO 2 ¢) (YOSHIZAWA et al., 2000 ; FANG et al.,
2002). Le NO est synthétisé au niveau cellulaire a partir de L-arginine et d’oxygene (FANG et
al., 2002 ; VALKO et al., 2006), Le monoxyde d’azote (NO¢) peut avoir des effets néfastes
dans I’organisme. En s’associant avec certaines molécules réactives comme 1’anion superoxyde
(Os2), il forme de nouveaux composés tres agressifs, tels que le peroxynitrite (ONOQO™). Ces
substances, tout comme d’autres radicaux libres de 1’oxygéne (ex. peroxyde d’hydrogéne ou
radical hydroxyle), peuvent endommager les cellules et contribuer a un stress oxydant (WINK
et MITCHELL, 1998 ; MASSION et al., 2002).

Les effets pathologiques du radical libre NOe sont liés au stress oxydant et nitrosatif,
et reposent sur des interactions complexes. En particulier, NOe peut réagir avec le superoxyde
(O2¢") pour former des dérivés oxydants tels que le peroxynitrite (ONOQO™), mais aussi I’anion
nitroxyle (HNO/NO") ou le dioxyde d’azote (NO2). Ces dérivés participent au stress oxydatif,
tout comme d’autres radicaux libres de ’oxygéne (ANDRABI, 2023).
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Figure 10 : Source des différentes radicaux libres oxygénés et especes réactives de

I’oxygene (FAVIER, 2003)
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Les principaux ERO et les ERN sont décrits dans le tableau suivant :
Tableau 5 : Especes réactives de I'oxygéne et de 1'azote d'intérét biologique

(DEVASAGAYAM et al., 2004).

Espéces réactives Symbole Réactivité / Remarques

Superoxyde 02" Produit dans le systéme cardio-vasculaire, dans
les mitochondries et d'autres.

Radical hydroxyle OH’ Treés réactifs, ils sont générés lors d’une
surcharge en fer et dans certaines conditions
physiologiques.

Peroxyde d’hydrogene H20» Il est formé dans notre organisme par de
nombreuses réactions, donnant naissance a des
especes particulierement réactives telles que le
radical hydroxyle (*OH).

Radical pyroxyle ROO’ Réactif et créé a partir des sucres, protéines,

lipides, ADN, etc. pendant le dommage

oxydatif
Hydroperoxyde ROOH Il interagit avec les ions métalliques de
organique transition pour générer des especes réactives.
Oxygene singulet 03 Extrémement réactif, il est produit au cours de

processus de photosensibilisation ainsi que lors
de diverses réactions chimiques

Ozone O3 Considéré comme un polluant atmosphérique,
il peut réagir avec différentes molécules,
formant ainsi Oz¢

Oxyde nitrique NO* Neurotransmetteur et régulateur de la pression
artérielle, peut générer des oxydants puissants
pendant des états pathologiques.

Peroxynitrite ONOO™ | Fortement réactif, formeé a partir de NO" et Ox"

Acide Peroxynitrous ONOOH | Forme protonée de ONOO™

Bioxyde d'azote NO2 Formé au cours de la pollution de

I’atmosphére.
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IL.1. 3. Stress oxydatif

Les radicaux libres sont utiles pour le corps lorsqu’ils sont produits en petites quantités,
car ils participent a certaines fonctions normales. En temps normal, I’organisme contréle bien
leur production grace a ses systemes de défense. Mais si leur quantité devient trop élevée soit
parce qu’ils sont produits en exces, soit a cause de substances toxiques extérieures ils peuvent
devenir dangereux. Le corps utilise alors des antioxydants pour se protéger. Quand ces
antioxydants sont insuffisants ou dépassés, 1’exceés de radicaux libres induit un état
pathophysiologique appelé stress oxydatif, qui peut abimer les cellules (FAVIER, 2003).

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre la production d’espéces
réactives de I’oxygene (ERO) et les capacités antioxydantes des cellules (PINCEMAIL et al.,
2002 ; MIGDAL et SERRES, 2011 ; BAUDIN, 2020). Il peut étre induit par des perturbations
mitochondriales, 1’activation de systémes enzymatiques, la libération de fer libre ou I’oxydation
de diverses molécules. Ce déséquilibre, marqué par I’incapacité cellulaire a contrdler I’exces
de radicaux oxygénés toxiques, conduit a des altérations des principaux constituants
biologiques tels que les lipides, les protéines et les acides nucléiques (PINCEMAIL et al., 2002
; FAVIER, 2003 ; LEROY, 2016).

Le stress oxydatif est associ¢ a de nombreuses pathologies affectant la santé ont un
impact énorme sur la santé, tels que le cancer, diabéte, arthrite rhumatoide (GUTTERIDGE,
1993) et contribue a la pathogenese de diverses affections neurodégénératives (Parkinson,
Alzheimer, Huntington), et €galement dans les phénomenes de vieillissement. 11 est
généralement initi€ et propagé par la surproduction d’O; et H>O» et sa transformation en un

oxydant puissant tres nocif pour le corps humain (FAVIER, 2003 ; AMZAL, 2010).

I1.1.4. Sources des radicaux libres

Les sources de radicaux libres sont multiples. Elles incluent des sources endogenes
comme la respiration mitochondriale, certaines enzymes comme les cytochromes (P450,
NADPH oxydases, ...) (LEROY, 2016), ainsi que le métabolisme cellulaire impliquant
I’activité mitochondriale et diverses réactions enzymatiques (FAVIER, 2006). En revanche les
sources exogenes tel que I’exposition aux rayons UV, xénobiotiques (polluants et médicaments,
la pollution atmosphérique et industrielle, la cigarette, les radiations ionisantes, les radiations,
les métaux toxiques (FAVIER, 2006 ; LEROY, 2016), aussi 1’alimentation malsaine ce sont
des facteurs qui favorisent la production de radicaux libres (MENA et al., 2009).
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IL.1. 5. Systémes de défense

Pour limiter l'apparition du stress oxydatif, le corps dispose d’un large arsenal
d’antioxydant, ou défenses (Figure 11), souvent capables de compenser sa production, de
nombreux antioxydants sont soit produits par 1'organisme lui-méme, soit souvent provient de
I’alimentation. Plus les Vitamine (vitamine C, vitamine E, Q (ubiquinone) Un systéme
extrémement complexe d'enzymes répare tout dommage oxydatif aux protéines ou a 'ADN. Il
existe également des oligo-éléments (cuivre, sélénium, zinc) qui sont des cofacteurs de
plusieurs enzymes a activité antioxydante. Les caroténoides, également apportés par
I’alimentation, exercent leur action en piégeant les radicaux libres et en captant leurs électrons
non appariés, les convertissant ainsi en molécules ou ions stables (KRINSKY et al., 1989 ;

DEFRAIGNE et PINCEMALIL, 2008).

le- O 5 (oxygene fondamental)

le- CI".MPO

X SOD, Vit C

anion superoxyde peroxyde d' hydmééne

acide hypochloreux

Fe,Cu (eau de javel)
um.rhrce Vit C, flavonoides,
% GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs
adlc,dl hydroxyle

A ) llpopeloxydes
oxygene singulet acide urique, Vit C, GSH

B-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ubrqumone

Figure 11 : Les différentes especes oxygénées réactives (EOA) et les systémes

antioxydants régulateurs de leur production (PINCEMAIL et al., 2002)

I1.1.6. Antioxydants

Les antioxydants sont des composés qui, méme en faible quantité¢ par rapport a un
substrat oxydable, inhibent ou retardent les processus d’oxydation (HALLIWELL et
GUTTERIDGE, 2006 ; FINKEL, 2011). Ce sont des molécules qui possédent une aptitude a
neutraliser les ERO (PINCEMAIL et al., 2002).
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Les antioxydants peuvent étre d’origine endogene, tels que le glutathion et les enzymes
associées, ou d’origine exogene, offerts par I’alimentation sous forme de vitamines
hydrosolubles et liposolubles, de polyphénols, etc. (LEROY, 2016). Les systeémes de défense
antioxydants comprennent a la fois des mécanismes enzymatiques et non enzymatiques (FANG

etal., 2002 ; PINCEMAIL et al., 2002)

I1.1.6.1. Systémes antioxydants enzymatiques

Les systémes antioxydants enzymatiques montré dans la Figure12 regroupent plusieurs
enzymes, notamment les superoxydes dismutases (SOD), les glutathion peroxydases (GSH-
Px), la catalase, ainsi que le systéme thioredoxine/peroxirédoxine (Trx/Prx), ...ect

(PINCEMAIL et al., 2002 ; FINKEL, 2011).
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I thioredoxine réductase |[Se
ADN oxvdiés Lipides oxydés Protéines oxvdées

Figure 12 : Mécanismes d’action des systémes enzymatiques antioxydants et contribution des
cofacteurs métalliques (FAVIER, 2003)
I1.1.6.1.1. Glutathion peroxydase (GSH-Px) et réductase (GSH-R)
Les plus importantes enzymes éliminant le H>O: chez les animaux étaient les
peroxydases de glutathion (BRIGELIUS-FLOHE, 1999).
La glutathion peroxydase (GSH-Px) est une enzyme sélénoprotéique composée de
quatre sous-unités identiques, chacune contenant un atome de sélénium, indispensable a

I’activité enzymatique. Elle participe a la détoxification du H.O: en H20 ainsi que des
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hydroperoxydes lipidiques en alcools, en utilisant des thiols de faible poids moléculaire, tels
que le glutathion réduit (GSH). Il existe au moins cinq isoformes : GSH-Px-1 (cytosolique),
GSH-Px-2  (gastro-intestinale), GSH-Px-3  (plasmatique), GSH-Px-4 (cytosolique,
mitochondriale et membranaire) et GSH-Px-5 ou sn GSH-Px, impliquée dans Ila
spermatogenese (GARDES-ALBERT et al., 2003 ; LEOPHONT et al., 2006 ; FAVIER, 2006).
I1.1.6.1.2. Catalase

Il s’agit d’'une enzyme présente dans les cellules animales, végétales et des bactéries
aérobies (MATES et al., 1999), la catalase, localisée dans les peroxysomes, est extrémement
efficace pour décomposer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygeéne moléculaire. Une
seule molécule de catalase peut convertir environ 6 millions de molécules de peroxyde
d’hydrogene chaque minute (VALKO et al., 2006).

I1.1.6.1.3. Superoxyde-dismutases

Cette enzyme a été isolée deés 1939, mais ce n’est qu’en 1969 que McCord et Fridovich
ont démontré son activité antioxydante (MCCORD et FRIDOVICH, 1969). Les superoxyde
dismutases (SOD) catalysent la dismutation de I’anion superoxyde (O:*") en peroxyde
d’hydrogene (H-0: selon la réaction :
02+ 02-+ 2 H+ ——>H,02 + O3

Chez I’homme il y a trois formes de SOD : Cytosolique Cu, Zn-SOD, c’est I’isoforme
la plus abondante. Elle intervient comme acteur majeur de la défense antioxydante initiale
contre les O2.” (HALENG et al., 2007), c'est aussi l'isoforme SOD extracellulaire (EC-SOD)
et mitochondrial (Mn-SOD)( LANDIS et TOWER, 2005 ; FAVIER, 2006 ), Les plantes ont
plus ou moins les mémes, mais certaines ont des SODs (FeSOD) contenant du fer dans le
chloroplaste en plus de Cu-Zn-SOD  (ALSCHER et al.,, 2002; HALLIWELL et
GUTTERIDGE, 2006) ,cette enzyme détruit O2¢— avec des taux de réaction élevés, par
oxydation et réduction successive de la transition d” ion métallique sur le site actif (MATES et
al., 1999).

I1.1.6.1.4. Systéme thiorédoxine / thiorédoxine réductase (trx/trxR)

Le systéme thioredoxine/thioredoxine réductase (Trx/TrxR) constitue un systéme
antioxydant principale, essentiel pour le maintien de I’équilibre redox intracellulaire et pour la
régénération des protéines a 1’état réduit via le NADPH, il est impliquée dans la dégradation
des peroxydes lipidiques et du peroxyde d'hydrogéne et dans la régénération des radicaux
ascorbyles en acide ascorbique (HALENG et al., 2007 ;BEILLEROT, 2011).Trois isoformes

exprimées pour les thiorédoxines et les thiorédoxines réductases chez les cellules de
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mammiferes : Trx1 et TrxR1 sont localisées dans le cytosol, tandis que Trx2 et TrxR2 se
trouvent dans les mitochondries. De plus, Sp-Trx et TRG sont présentes dans les testicules chez
I’homme (BEILLEROT, 2011).
I1.1.6.1.5. Peroxyrédoxines

Les peroxyrédoxines (Prx) constituent une famille d’enzymes antioxydantes jouant un
role clé dans la détoxification des peroxydes et la défense cellulaire contre le stress oxydatif.
Elles transforment des molécules dangereuses comme le peroxyde d’hydrogéne en eau et
d’autres peroxydes en substances moins nocives, comme des alcools, contribuant ainsi a

maintenir un équilibre dans la cellule (HAMMA et al., 2015).

I1.1.6.2. Antioxydants non enzymatiques
I1.1.6.2.1. Polyphénols

Les antioxydants naturels sont répartis dans toutes les parties des plantes supérieure, et
se composent principalement de composés phénoliques (ROLLAND, 2004 ; HALENG et al.,
2007), ce sont des métabolites secondaires végétaux, indirectement essentielles a la vie des
plantes (URQUIAGA et LEIGHTON, 2000 ; RYAN et al., 2002).

L’¢lément structural fondamental d’un composé phénolique est constitué¢ d’au moins
un noyau aromatique auquel est directement li¢ au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé
dans une autre fonction chimique (BRUNETON, 2009 ; RAHMAN et CHUNG, 2011).

Durant les vingt dernieres années, les polyphénols ont été largement étudiés pour leur
role présumé dans la réduction de I’incidence des affections chroniques, comme les maladies
cardiovasculaires, le cancer, I’ostéoporose, le diabete sucré et les maladies neurodégénératives.
Leur activité protectrice a d’abord été attribuée a leurs propriétés antioxydantes, de piégeage
des radicaux libres et de chélateurs métalliques, puis a leur capacité a inhiber ou moduler
I’activité de différentes enzymes (DAGLIA, 2012).

Les applications pratiques des composés phénoliques c’est aussi pour lutter contre la
génération des radicaux libres nuisibles a la sant¢ (HENNEBELLE et al., 2004).

Parmi ces groupes de polyphénols, on distingue les flavonoides comme les flavones et
les catéchines sont les plus efficace pour protéger le corps contre les especes oxygénées
réactives (EOR) toxiques pour les cellules et les tissus de 1'organisme.

Les polyphénols protegent les cellules grace a leurs propriétés chimiques. Ils
neutralisent les radicaux libres, capturent 1’oxygeéne réactif et décomposent les peroxydes,
empéchant ainsi les dommages oxydatifs (NIJVELDT et al., 2001). Selon HALENG et al.

(2007), les antioxydants sont présents sous forme d’anthocyanine, de flavonoide,
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d’¢épicatéchine dans différentes fruits rouges, des agrumes, de I’huile de lin ...ect, ils agissent
comme de puissants piégeurs des especes oxygénées activées (EOA) et de puissants chélateurs
des métaux de transition tels que le cuivre et le fer.

I1.1.6.2.2. Caroténoides

Ce sont des pigments contenus dans les plantes, les bactéries, les champignons et les
algues. Selon la carotenoids Database (YABUZAKI, 2017) 1117 caroténoides naturels
caractérisés, dont le B-caroteéne constitue le principal représentant (OISON et KRINSKY, 1995
; STAHL et SIES, 2003).

L’organisme humain est exposé a divers pro-oxydants susceptibles d’endommager des
molécules biologiquement importantes, comme 1’ ADN, les protéines, les glucides et les lipides
(GARDES-ALBERT et al., 2003). Parmi les diverses stratégies de défense, les caroténoides,
ces dernieres sont impliquées dans le piégeage de deux espéces d’oxygene réactif, ’oxygene
moléculaire simple (!02), et les radicaux peroxyde ROO- En outre, ils agissent comme de
puissants désactivateurs des molécules excitées responsables de la formation de radicaux et
d’oxygene réactif (STAHL et SIES, 2003). Les recherches sur le potentiel antioxydant des
caroténoides ont débuté il y a environ trois décennies. Ils montrent que le caroténe et certains
autres caroténoides, dont le lycopéne, alpha-caroteéne, lutéine, canthaxanthine et méme
astaxanthine, exercent des activités antioxydantes (JIMENEZ-ESCRIG et al., 2000)

Généralement, trois mécanismes sont proposé€s pour la réaction des radicaux libres avec
les caroténoides : 1’addition radicalaire, la réaction de transfert des électrons et 1’abstraction
d'hydrogéne du caroténoide (EI-AGAMEY et al., 2004).

Les caroténoides peuvent protéger les lipides des dommages peroxydatifs, la structure
a double liaison conjuguée des caroténoides permet de délocaliser les électrons non appariés
c’est pour cela le B-caroténe possede une capacité excellente pour protéger physiquement
I’oxygene singulet sans le dégrader et pour réagir chimiquement avec des radicaux libres tels

que ROOe, OHe et 02+~ (VALKO et al., 2006).

I1.1.6.2.3. Vitamines

e Vitamine C (Acide ascorbique ou Ascorbate)
La vitamine C (ascorbate), c’est une vitamine hydrosoluble trés répartie dans le régne végétal

et animal. Est un antioxydant crucial et efficace, qui fonctionne dans les environnements
aqueux du corps (VALKO et al., 2006). L’ascorbate (Figure 13) constitue un excellent capteur
de radicaux libres oxygénés. Il réagit avec les radicaux hydroxyles (*OH), les radicaux

superoxydes (O2*") et leur forme protonée (HO:¢), ainsi qu’avec les radicaux peroxyles (RO:¢).
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En interagissant avec ces différents oxyradicaux, sa propriété la plus importante réside dans sa
capacité a régénérer deux autres antioxydants majeurs : le glutathion et 1’a-tocophérol

(GARDES-ALBERT et al., 2003)

0

HOH fC(HO}HCjIO

HO OH

Figure 13 : Acide ascorbique (GARDES-ALBERT et al., 2003)

e YVitamine E
La vitamine E est une vitamine liposoluble qui comprend une famille de huit molécules,

regroupées en deux grands groupes : les tocophérols et les tocotriénols, chacun comportant
quatre vitameéres : a, B, v et 8. (JENSEN et a/., 2007 ; Azzi, 2007), l'alpha-tocophérol (Figure
14) C’est la forme de vitamine E la plus active chez I’homme, dotée d une structure isoprénique
(LANDRIER, 2011),c’est un puissant antioxydant biologique, sa liposolubilité est due a sa
longue chaine aliphatique possédant 16 atomes de carbone (VALKO et al., 2006), efficace
s'opposant aux phénoménes de peroxydation lipidique (PRYOR, 2000 ; FANG et al., 2006).
La vitamine E, intégrée dans les chaines d’acides gras des phospholipides des membranes
biologiques riches en acides gras polyinsaturés, joue un role majeur dans la protection cellulaire
en stoppant la propagation des radicaux peroxyles lipidiques (RO2¢) induits par les especes
réactives de I’oxygene (TRABER et ATKINSON, 2007).

Selon MILLER et al. (2005), la vitamine E aurait un effet bénéfique sur les maladies
dégénératives (maladies cardiovasculaires, neurodégénérescence, maladies oculaires, etc.) dans
lesquelles des especes réactives de 'oxygene sont probablement impliquées , par contre une
carence alimentaire en vitamine E réduit les activités de la catalase hépatique, des peroxydases
de GSH et du glutathion réductase, induit une peroxydation des lipides hépatiques et provoque

donc les troubles cardiovasculaires ( MULLER et al., 1990).
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Figure 14 : Structure des différents vitaméres de la vitamine E (LANDRIER, 2011)

I1.1.7. Mécanismes d’action des antioxydants :
L’action des antioxydants regroupe en cinq modes :

e Ils stoppent la propagation des réactions en chaine des radicaux libres ;

e [ls se lient aux métaux de transition pour éviter qu’ils favorisent la formation de

radicaux ;

o Ils inhibent certaines enzymes qui provoquent 1’oxydation des lipides et autres

molécules ;

e IIs neutralisent directement les molécules d’oxygene tres réactives ;

e IIs réduisent la quantité d’oxygeéne disponible qui pourrait générer des radicaux

libres (BERSET, 2006).
Ces modes d’action permettent de classer les antioxydants en deux catégories : les antioxydants
primaires ou antiradicalaires (mode d’action 1), Les antioxydants secondaires ou préventifs
assurent I’inhibition de la production des radicaux libres, contribuant ainsi a prévenir le stress
oxydatif (mode d’action 2,3,4 et 5) (ROLLAND, 2004 ; BERSET, 2006 ; CHOE et MIN, 2009)
I1.1.7.1. Antioxydants primaires (antiradicalaires)

Selon ROLLAND, (2004). Les antioxydants primaires, ou antiradicalaires,
interrompent la chaine autocatalytique et neutralisent les radicaux libres lipidiques par transfert
d’hydrogene (L°, LO°, LOO®). Comme la réaction suivante :

LOO° + AH = LOOH + A°

Les antioxydants lui-méme sont porteurs des radicaux, mais contrairement aux radicaux

lipidiques, ils sont peu réactifs, stoppant ainsi la propagation des radicaux. Ce groupe est

principalement constitué de composés phénoliques, comprenant des antioxydants de synthese
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(BHA, TBHQ, BHT, gallates), des tocophérols et des composés phénoliques végétaux tels que,
les acides phénoliques, les flavonoides et les ditérpénoides (BERSET, 2006).
I1.1.7.2. Les antioxydants secondaires

Les antioxydants secondaires, également appelés antioxydants préventifs, complétent
les mécanismes de protection contre 1’oxydation en agissant de maniere indirecte. Ils peuvent
chélater les ions métalliques, comme le font ’EDTA et I’acide citrique, ou réduire 1’oxygéne,
comme le font I’acide ascorbique et I’acide érythorbique. Certains polyphénols végétaux
présentent également ces activités. De plus, des composés tels que le B-caroteéne et le lycopéne
désactivent I’oxygene singulet, forme réactive impliquée dans la photooxydation (ROLLAND,

2004 ; CUVELIER et MAILLARD, 2012).
I1.1.8. Antioxydants chez les macroalgues

Les algues sont une source précieuse de protéines, de fibres, de lipides et de glucides.
En plus de leur contenu en micronutriments (sels, minéraux et vitamines), elles sont également
riches en plusieurs métabolites secondaires, comme les composés phénoliques,
phycobiliprotéines, caroténoides, alcaloides, terpénes, polysaccharides sulfatés ou phytostérols
Pour ces raisons, les algues attirent la curiosité également dans 1’industrie pharmaceutique
depuis quelques années, car ce sont des matrices naturelles trés variées qui contiennent une
grande diversité de composés aux capacités bioactives. Comme les activités antioxydantes,
anti-inflammatoires, cardioprotectrices, antimicrobiennes, antifongiques, antivirales et

anticancéreuses (SILVA et al., 2020).

Les algues sont exposées simultanément a des taux €levés d’oxygeéne et a ’intensité
lumineuse du soleil, qui induisent la génération des radicaux libres et d’autres especes réactives
de I’oxygene. L’absence de dommages structurels dans les algues implique que ces organismes
sont capables de générer des antioxydants naturels, y compris polyphénols, vitamines et acides

gras polyinsaturés (VADALA et PALMIERI., 2015).

Plusieurs antioxydants sont présents dans les algues, parmi lesquels les phlorotannins,
ce sont des molécules dont la structure correspond a des polymeéres de phloroglucinol (1,3,5-
trihydroxybenzene), qui sont présents exclusivement dans les algues, en particulier en algue
brune. Les phlorotannins peuvent reliés a de puissantes activités biologiques comme les
activités antioxydants, anti-inflammatoires, antimicrobiens, antifongiques, anti biofilm ou

antifouling et antiviral (WIJESEKARA et KIM, 2011 ; FRAGA-CORRAL et al., 2020). Selon
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LOHRMANN et al. (2004), les macroalgues, en particulier les espeéces rouges et brunes,
présentent un haut pouvoir antioxydant li¢ a leur richesse en composés phénoliques,
caroténoides comme le B-caroténe et la fucoxanthine, polysaccharides sulfatés ainsi qu’en
vitamines.

Le tableau ci-dessous résume les principaux antioxydants présents dans les algues

Tableau 6: Principaux groupes de composés antioxydants présents dans les macroalgues

(CORNISH et GARBARY, 2010).

Catégorie Exemple des Source algale Référence
générale composés
[B-caroténe Chondrus crispus LOHRMANN et al,
2004
Mastocarpus stellatus
Caroténoides Fucoxanthine Algue brune SACHINDRA et al,
2007
Anthéraxanthine, Algue rouge SCHUBERT et al, 2006
Lutéine,
Violaxanthine,
Zeaxanthine
Composés Stypodiol, Taonia atomaria NAHAS et al, 2007
phénoliques isoepitaondiol,
taondiol
Terpénoides Cystoseira sp. FOTI et al, 1994
Pigments Phycoerythrine, Algue rouge en général ROMAY et al, 2003 ;
phycobilines phycocyanine SEKAR et
CHANDRAMOHAN,
2008 ; SONI et al, 2009
Catéchine, Halimeda sp. DEVlI et al, 2008
épicatéchine, gallate
Polyphénols Flavonoides Palmaria palmata YUAN et al, 2005
Phlorotaninns Sargassum pallidum YE et al, 2008
Fucus vesiculosus DIAZ-RUBIO et al,
2009
Fucoidane, acide Turbinaria conoides CHATTOPADHYAY
alginique, et al, 2010
laminarane
Fucoidane Laminaria japonica LUO et al, 2009
Galactane sulphatés Certaine algue rouge marine ROCHA DE SOUZA et
(lambda al,2007 ; BARAHONA
Polysaccharides carrageenane) etal, 2011
sulphatés Galactanes La plupart est algue rouge ~ COSTA et al, 2010
Glycosamino- Sargassum wightii JOSEPHINE et a/, 2008

glycane sulphaté
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Porphyrane Porphyra sp. ATHUKORALA et al,
2006
Ascorbate Chondrus crispus LOHRMANN et al,
Vitamines Mastocarpus stellatus 2004
Sargassum sp. GARCIA-CASAL et al,
2009
Vitamine A Kappaphycus alvarezii KUMAR et al, 2008

I1.2. Les maladies infectieuses et les activités antimicrobiennes des algues

Les maladies infectieuses sont des affections déclenchées par I’invasion et la
prolifération de micro-organismes pathogeénes dans I’organisme hote, tels que les bactéries,
virus, parasites ou champignons. Elles peuvent se propager dans I’environnement ou se
transmettre d’une personne a une autre, entrainant ainsi 1’apparition et la diffusion de la
maladie. Les maladies bactériennes sont responsables des affections les plus graves et des
épidémies les plus étendues. Plusieurs antibiotiques sont disponibles pour traiter ces infections,
cependant, leur prise en charge thérapeutique est de plus en plus difficile en raison de
I’émergence et de la propagation de résistances antimicrobiennes, des bactéries a plusieurs
médicaments et des effets indésirables associés. L’apparition des souches bactériennes
résistantes a plusieurs antibiotiques, c’est-a-dire le probléme de la multirésistance, a incité les
chercheurs a rechercher de nouveaux produits a activit¢ antimicrobienne (BROWN et
WRIGHT, 2016), les algues produisent des métabolites bioactifs en réponse a la pression
écologique, I’exploration de cette diversité chimique a conduit a la découverte de plusieurs
composés a activité antimicrobienne (PINTEUS et a/., 2015). L usage des algues marines a des
fins thérapeutiques ne constitue pas une pratique récente, et leur potentiel pharmacologique
suscite aujourd’hui un intérét croissant pour le développement de nouveaux traitements naturels
(CHBANI et al., 2011). Les algues sont une excellente source de composés biologiquement
actifs qui comprennent des protéines et des peptides, des polysaccharides, des polyphénols et
des pigments (CHERRY et al., 2019). Les propriétés antimicrobiennes de diverses classes de
polyphénols ont été mises a profit afin de concevoir de nouveaux agents de conservation
alimentaire, pour répondre a 1’augmentation de la demande des consommateurs en faveur de
produits contenant moins de conservateurs synthétiques, ou pour concevoir des thérapies
innovantes contre diverses infections microbiennes (COTE et al., 2010).
Les différentes propriétés antimicrobiennes de certains composés extraits des macroalgues

sont résumées dans le tableau 7.
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Le Tableau 7 : Propriétés antimicrobiennes des quelques composés extraits de macroalgues

(SILVA et al., 2020)
composés
%]
=9
>
o
Phlorotannins
[72]
S
=
)
: .
I~ Phlorotannins
S
=9
Bromophénols
Fucoidane

Polysaccharides

Proteins et peptides

Extraits riches en

laminarine

Extraits de

polysaccharides

solubles dans I’eau

Fraction
d’hydrolysat
protéique

lectines

macro-algues

Fucus vésiculeux

Ecklonia bicyclis

Ecklonia cava

Fucus. vesiculosus

Ascophyllum
nodosum
Laminaria
hyperborea
Dictyopteris
membranacea,
Pterocladia
capillacae
Saccharina

longicruris

Solieria filiformis
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activité antimicrobienne

Altération de la membrane
cellulaire et des cellules.
Destruction de S. aureus, S.
pneumonia et P.aeruginosa
Dommages de membrane
cellulaire et suppression des
genes liés a la résistance a la
méthicilline dans S. aureus
Inhibition de I’enzyme
neuraminidase de la
virus de la grippe A
Inhibition des bactéries de
la plaque dentaire et des
aliments athogeénes
Inhibition de S. aureus, E.
coli, L. monocytogenes et S.

typhimurium.

Inhibition de F. oxysporium
Inhibition de C. albicans et
de M. phasel

Inhibition de la croissance

de S. aureus

Inhibition de plusieurs
bactéries Gram négatives
par Interaction avec les
composés de la paroi

cellulaire

Référence

BOGOLITSYN
etal., 2019

EOM et al.,
2014

LEE etal.,

2010

JUN et al.,
2018)

KADAM et al.,

2015

ZEID et al.,
2014

BEAULIEU et

al., 2015

HOLANDA et
al., 2005
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Acide gras

Pigments

Fraction bioactive | Gracilaria edulis Rupture de la membrane =~ KASANAH et
cellulaire de Vibrio spp. Et | al., 2019
A. hydrophila
Fraction bioactive  Bostrychia tenella  Inhibition de C. DE FELICIO et
cladosporioides et de C. al., 2010
sphaerospermum par
perturbation de la

membrane cellulaire

Fucoxanthine Himanthalia Inhibition de L. RAJAURIA et
elongata monocytogenes ABU-
GHANNAM,
2013
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I11. Présentation de I’algue rouge Asparagopsis armata

III.1. Caractéristiques d'identification

L’algue qui nous intéresse Asparagopsis armata (Harvey, 1855) (Figure 15) est une algue
rouge (rthodophycée), ordre des bonnemaisoniales, elle est ¢galement connue sous plusieurs
noms communs en frangais, tels que Asparagopsis a crochets, Harpon de Neptune ou encore
algue harpon, Cette algue rouge présente deux stades visiblement différentes sur le plan
morphologique au cours de son développement : le stade gamétophyte, qui produit les gametes,
et le stade tétrasporophyte, qui produit les tétraspores, assurant ainsi la reproduction sexuée et
asexuée de I’espece.

Parmi les caractéres et les clés d'identifications selon BURON et al, (2021) :
I1I.1.1. Aspect général :

o Touffes de couleur rose a rougeatre, en forme de petit buisson pyramidal.
o Taille : jusqu’a 30 cm de hauteur.

I11.1. 2. Ramification :
o Nombreux ramules fins donnant un aspect similaire a une asperge sauvage.
ITL.1. 3. Caractére distinctif majeur :

o Occurrence de rameaux épineux en forme de harpon (petits crochets
caractéristiques qui permettent de 1’accrocher a d’autres supports).

I11.1. 4. Phase tétrasporophytique (Falkenbergia rufolanosa)

Présente sous forme de petits pompons roses cotonneux.

Figure 15 : Asparagopsis armata (OTERO et al., 2013)
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I11.2. Espéces similaires

Les gamétophytes d’Asparagopsis armata peuvent facilement étre confondus avec
d’autres espéces envahissantes prosperes, telles qu 'Asparagopsis taxiformis et Bonnemaisonia
hamifera. Ces algues se dispersent en se fixant sur des objets flottants et en se laissant

transporter par les courants de 1’eau (OTERO et al., 2013).

I11.2.1. Asparagopsis taxiformis

Il fait partie de méme genre d'A. armata, et ils sont taxonomiquement proches, ce qui
conduit a certaines similitudes entre eux, surtout au niveau de leur structure gamétophytique.
Cependant, A. taxiformis est dépourvu de harpon (GUIRY, 2024), par contre Asparagopsis
armata se définit par la présence de crochets en forme de harpon (OTERO et al., 2013). Les
pompons roses du stade tétrasporophyte d'Asparagopsis armata et Asparagopsis taxiformis
semblent identiques (BURON et a/., 2021).

Asparagopsis armata est capables de prospérer et de se développer dans des conditions
environnementales plus froids, contrairement a A. taxiformis, qui privilégie les eaux plus
chaudes. L ensemble du genre Asparagopsis présente un potentiel invasif élevé (OTERO et al.,

2013).

I11.2.2. Bonnemaisonia hamifera

Elle se retrouve ¢galement dans des habitats similaires. Son stade gamétophyte se
distingue par des ramifications modifiées, en forme de crochets courbés rappelant une crosse
(OTERO et al., 2013), elle présente une morphologie treés similaire en phase tétrasporophyte
de A. armata, leur ressemblance est telle que seule 1’observation au microscope permet de les

différencier (GUIRY, 2024).

I11.3. Classification
Asparagopsis est un genre de d’algue rouge (Rhodophyta) faisant partie de classe des

Florideophyceae et a la famille des Bonnemaisoniaceae six espeéces nominales ont été
répertoriées (DIJOUX et al., 2014) : A. armata Harvey, A. delilei Montagne, A. hamifera
(Hariot) Okamura, A. svedelii W.R. Taylor et A. taxiformis (Delile) Trevisan, incluant deux
sous-especes infraspécifiques : A. hamifera f. sterilis Chemin et A. sanfordiana f. amplissima

Setchell & N.L. Gardner.

Asparagopsis armata Harvey (Harvey, 1855), est une algue rouge marine pluricellulaire, dont

la taxonomie compléete Selon AlgaeBase (GUIRY et GUIRY, 2024) est suivante :
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Reégne : Plantae
Sous régne : Biliphyta
Phylum : Rhodophyta
Sous-phylum : Eurhodophytine
Classe : Floridéphycées
Sous-classe : Rhodymeniophycidae
Ordre : Bonnemaisoniales
Famille : Bonnemaisoniaceae
Genre : Asparagopsis

Asparagopsis armata Harvey 1855

I11.4. Répartition géographique

Asparagopsis armata est plus couramment étudié comme une espéce envahissante
(DIJOUX et al., 2014) originaire d’ Australie, ou elle a été¢ découverte en 1855 par Harvey mais
¢tait aussi présente en Nouvelle-Zélande et en Tasmanie, puis on la retrouve dans le Canal de
Suez vers 1920, puis sur les cotes algériennes en 1925 (WIENCKE et BISCHOF, 2012). Cette
algue apparaitre par la suite dans les frangaises méditerranéennes en 1927 ensuite en 1925
I’algue passe Gibraltar et colonise les cOtes atlantiques, et découverte a Ouessant dés 1’année
1936, puis dans les Iles Britanniques a partir de 1942, jusqu’aux Hébrides dans les années 1973,
Le migration maritime démontre bien la forte capacitée d'adaptation de I'algue, notamment dans

des eaux de plus en plus froides (JEGADEN et al., 2006).

La propagation de 1’algue était probablement due a plusieurs événements d’introduction
(ANDREAKIS et al., 2004). De nos jours, A. armata est répartie dés nord Atlantic jusqu’aux
cotes du Sénégal (DIXON et IRVINE, 1977 ; PRICE et al., 1986 ; PINTO et al., 2022). 1l est
largement réparti dans les océans tempérés, subtropicaux et tropicaux dans les zones

intertidales et subtidales (DIJOUX et al., 2014) (Figure 16)
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Figure 16 : Distribution mondiale de six especes d’Asparagopsis (AlgaeBase, GUIRY &
GUIRY, 2024)

I1L.5. Distribution et statut invasif d’Asparagopsis armata en Algérie
Selon GRIMES et al. (2018), Asparagopsis armata est une espece invasive bien établie
sur le littoral algérien. Elle a été initialement observée sur les cotes ouest et centre, puis, depuis

2003, elle s’est progressivement généralisée a d’autres écosystémes marins du pays (Figure

17).

Parmi les espéces introduites recensées, A. armata fait partie des macroalgues les plus
envahissantes et contribue fortement a la proportion élevée d’algues exotiques signalées en
Algérie. En effet, pres de 65 % des introductions concernent les macroalgues, 1’4. armata est
classée dans la catégorie des especes invasives établies, contrairement a d’autres considérées
seulement comme occasionnelles ou cryptogéniques d’origine inconnue (GRIMES et al.,

2018).

Aujourd’hui, 4. armata est reconnue comme 1’une des especes invasives les plus

problématiques en Méditerranée, menagant la biodiversité marine locale par sa capacité de

colonisation rapide et son impact sur les communautés benthiques (SILVA et al., 2021b)
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Figure 17 : Distribution d’Asparagopsis armata sur la cote algérienne (GRIME et al., 2018)

I11.6. BIOTOPE

Asparagopsis armata, espece annuelle, se rencontre en Méditerranée durant 1’hiver et
la fin du printemps, tandis que sa croissance s’observe en été le long des cotes de I’ Atlantique
nord-est européen. Par ailleurs, Falkenbergia rufolanosa, surnommée pompons roses, est
présente toute I’année, avec un pic d’abondance le mois d’avril a septembre (BURON et al.,
2021).

Cette espece est le plus souvent observée comme épiphyte, croissant sur d’autres algues.
Elle est photophile et se développe préférentiellement dans des eaux peu profondes, de la
surface a environ 10 m de profondeur, rarement en dessous de 25 m, dans des zones calmes ou
modérément peu profondes (BURON et al., 2021), elle se fixe aux algues proches grace a des
« harpons », qu’elle exploite comme support pour sa croissance, sans leur porter préjudice

(GARON-LARDIERE, 2004).

II1.7. Description botanique

Le thalle d’Asparagopsis armata présente une coloration allant du rouge rosé au rose
pale, il est composé d’un axe principal cylindrique d’environ 1 mm de diametre, Cet axe est
formé d’une succession alternée de rameaux longs a croissance indéterminée, des rameaux
courts appelés les brachyblastes, et des rameaux épineux, en forme de harpon (Figure 18). Les
longues rameaux (ou ramules) aux filaments fins forment de petites touffes coniques (ou touffes
pyramidales) dans la région apicale de I’algue (JEGADEN et al., 2006 ; BURON et al., 2021)
les longs rameaux sont issus de la division de cellules axiales treés allongées dérivant d’une
cellule initiale. Chaque cellule axiale donne naissance a deux cellules périaxiales opposées,

lesquelles produisent un filament latéral. Ce dernier peut se développer soit en rameau court,
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soit en nouveau rameau long a croissance indéterminée, constituant ainsi un axe secondaire
rattaché a 1’axe principal (BONIN et HAWKES, 1987).

Les rameaux courts, ou brachyblastes, produisent des cellules qui se divisent pour
former la cellule centrale de ’axe principal et trois cellules péricentrales I’entourant. La plus
grande de ces cellules péricentrales contient de petites cellules enchassées (PAUL et al.,
2006b). Les rameaux en forme de harpons (Figure 19), disposés par paire a la base des axes
secondaires, permettent a 1’algue de s’accrocher sur différents supports (JEGADEN et al., 2006
; BURON et al., 2021).
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IC | rameaux courts
rl : rameaux longs
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Figure 18 : Ramification du thall

e chez Asparagopsis armta (BONIN et HAWKES, 1987)
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Figure 19 : ramule en harpon (BURON et a/., 2021)
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I11.8. Morphologie de I’Asparagopsis armata pendant les différentes phases du cycle de
reproduction

Asparagopsis armata (Figure 20) se reproduit selon un cycle dit hétéromorphique, ce
qui signifie que la morphologie de I’algue différe au cours des différentes phases du cycle. La
phase gamétophytique s’étend de juin a septembre ; durant cette période, le thalle présente une
organisation comparable a celle des plantes, pouvant atteindre jusqu’a 20 cm de longueur. 11
est caractérisé par une coloration rose pale a rouge rosé¢

Par contre, la phase tétrasporophyte, aussi appelé Falkenbergia rufolanosa (Figure 21).
L’algue possede un aspect filamenteux et une couleur rouge-brun a une structure uniaxiale avec
croissance apicale. Avec des touffes en forme de pompon rouge qui peuvent atteindre 15 mm
de diametre avec des rameaux roses épineux souples, en forme de harpons au contour
pyramidal, cette phase dure d’octobre a mars (BURON et al., 2021 ; BOURGOUGNON et
GERVOIS, 2021)

Figure 20 : Asparagopsis armata Figure 21 : Falkenbergia rufolanosa (Le
gamétophyte observe avec une Harpon tétrasporophyte de 4. armata) (BARBARA,
(BURON et al., 2021) 2012)

I11.9. Reproduction — multiplication

Le thalle d 'Asparagopsis armata est dioique, a savoir que chaque individu est soit male,
soit femelle, la prolifération de cette algue est effectuée grace a ses rameaux épineux en forme
de harpons qui facilitent la multiplication de I’espece et la dissémination par propagation
végétative, Une fois détachés, les fragments d'algues flottent et se fixent sur d'autres surfaces,
donnant naissance a de nouveaux thalles. (BONIN ET HAWKES, 1987 ; BURON, 2021 ;
ZANOLLA et al., 2022).

La reproduction d'Asparagopsis se fait suivant un cycle trigénétique hétéromorphe (Figure 22)
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e La premicre génération apparait sous forme de gamétophytes (n) sexuée. En hiver, il
forme une ceinture sur les rochers a des profondeurs de 0 a 10 m. Elle se reproduit
sexuellement et se multiplie végétativement par fragmentation ce qui facilite sa
dissémination

e Ladeuxiéme génération donne un premier sporophyte (2n) (carposporophyte), avec un
cystoscope visible (petits points blancs).

e Latroisieme génération : Les cystocarpes libérent des spores (carpospores) qui donnent
naissance a de petits pompons roses, connus sous le nom de Falkenbergia rufolanosa,
représentant le tétrasporophyte (troisiéme génération) et initialement décrits comme une
espéce distincte (LOBBAN et MICHAEL, 1981 ; WIENCKE et BISCHOF, 2012)

La multiplication des algues est généralement peu perceptible pour le plongeur. Cependant,

chez Asparagopsis armata, les trois générations sont observables, notamment sur certains

thalles présentant des crochets caractéristiques (BURON ef al., 2021).
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Tetrasporangium
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Figure 22 : Cycle de reproduction d’Asparagosis armata (MIHAILA et al., 2023)
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I11.10. Les activités biologique et utilisations d’Asparagopsis armata

Plusieurs activités ont été signalées dans la littérature scientifique pour les extraits et les
composés isolés de plusieurs especes d’algues. Beaucoup de ces composés ont avantages pour
la santé, intérét commercial, I’industrie pharmaceutique et I’industrie alimentaire.

Asparagopsis armata est une algue rouge présentant un intérét important en
biotechnologie du fait de la variété et de I’abondance de ses métabolites secondaires. En Europe
du Nord, elle est cultivée pour exploiter ses composés bioactifs, notamment a travers le produit
Invincity®, un agent anti-acné formulé a partir de polysaccharides sulfatés enrichis en iode et
en brome (KRAAN et al., 2005). En outre, les voies métaboliques proposées pour la
biosynthese des halocarbures par Asparagopsis spp. Sont a la base de son utilisation innovante
dans I’alimentation bovine, permettant une réduction significative des émissions de méthane
(MACHADO et al., 2014).

Au-dela de cette application, I’espéce contient une variété de molécules bioactifs tels
que des polyphénols, des composés lipophiliques et aromatiques (PINTO et al., 2022), des
flavonoides, des stérols et des composés halogénés (KLADI et al., 2004 ; HUTCHINGS et al.,
2024). Ces molécules bioactives sont impliquées dans de nombreuses activités biologiques :
antioxydante et anticancéreuses (ZUBIA et al., 2009), antimicrobienne (PINTEUS et al.,
2018), anticancéreuse (ALVES et al., 2016 ; ALVES et al., 2018), anti-inflammatoire (FARID
et al., 2012) et antiméthanogene (FELIX et al., 2021).

Globalement, les algues marines sont reconnues pour leur puissant potentiel
antioxydant, liée a la présence de pigments photosynthétiques, de composés phénoliques et
halogénés (JIMENEZ-ESCRIG et al., 2001 ; HAMED et al., 2015). L’activité antioxydante
spécifique de Asparagopsis armata a été largement démontrée et confirmée par de nombreuses
études, mettant en évidence son potentiel bioactif significatif (RHIMOU et al., 2013 ; HMANI
et al., 2021). Ces recherches soulignent que cette propriété pourrait avoir des applications
intéressantes dans les domaines pharmaceutique, nutraceutique et cosmétique.

En outre, Asparagopsis armata synthétise divers métabolites antibactériens présentant
une efficacité thérapeutique démontrée (PAUL al., 2006 ; FARID al., 2012 ; HMANI al.,
2021). Plusieurs études mettent également en évidence son activité antifongique, attribuée
principalement a la présence de composés halogénés, phénoliques et caroténoides (GUEDES
al., 2012 ; PINTEUS al., 2015 ; PEREZ al., 2016; PONTE al., 2022). De plus, A. armata
possede des propriétés antiparasitaires (GENOVESE al., 2009) et antivirales (RHIMOU al.,

2010), soulignant ainsi son potentiel pharmaceutique et industriel important. Ces
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caractéristiques bioactives font de cette espece une source prometteuse pour le développement

de produits thérapeutiques, nutraceutiques et cosmétiques
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I. Matériel et méthode

I.1. Matériel végétal

L’algue marine rouge Asparagopsis armata (Figure 23) a été récoltée au mois de Mars
2020 a une profondeur d’environ 50 cm de la surface de 1I’eau de mer, au niveau de la plage
Salamandre, dans la Wilaya de Mostaganem (Figure 24), aux coordonnées géographiques
suivantes : Latitude : 35°35'54" N; Longitude : 0°00'03" E.

Les échantillons d’algue ont été lavés avec de I’eau distillée. Ils ont ensuites été séchés
a température ambiante et a I’abri de la lumicre puis broyés a I’aide d’un mortier pour une

utilisation ultérieure.

Figure 23 :  L’algue marine rouge Asparagopsis armata récoltée sur la cote marine de

Salamandre a Mostaganem. (A) : algue avant séchage(B) algue aprés séchage.

3 - Mediterranean sea
Q\  wose
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i 7=
Algeria

Mediterranean sea

Figure 24 : Localisation géographique du site d’échantillonnage d’Asparagopsis armata.
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I.2. Souches microbiennes

Quatorze souches microbiennes ont été sélectionnées : sept bactéries (quatre a Gram
négatif et trois & Gram positif) impliquées dans des pathologies humaines et animales et sept
champignons phytopathogenes. Les souches bactériennes utilisées dans cette étude proviennent
du Laboratoire des Produits Naturels (LAPRONA) et du Laboratoire Antibiotiques,
Antifongiques, Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique (LAAPSAB) de I’Université
de Tlemcen. Les champignons obtenus a partir le Laboratoire de Sciences Biologiques et
Agricoles (Université de Laghouat).

La croissance des souches est réalisée a 37°C sur gélose Mueller-Hinton Agar (MHA
bio Mérieux) pour les souches bactériennes et milieu Sabouraud a 27°C pour les souches
fongiques.

Tableau 8. Les souches utilisées dans les différents tests d’activité antimicrobienne.

Les souches Type Code
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Listeria monocytogenes Gram + ATCC 19111
Bacillus cereus ATCC 25921
Bacillus subtilis ATCC 6633
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Escherichia coli Gram- ATCC 8739
Klebsiella pneumoniae IBMC Strasbourg*
Aspergillus carbonarius M 333
Aspergillus flavus NNRL3251
Penicillium glabrum Isolat
Fusaruim poae Champignon Isolat
Fusarium graminearum Isolat
Fusarium culumorum Isolat
Fusarium avenaceum Isolat

* La souche provient du Muséum national d’Histoire naturelle (Paris) - MNHN
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I.3. Préparation des extraits d’algue

Les extraits ont été obtenus par macération a température ambiante. Trois solvants de
polarité croissante ont été utilisés : Dichlorométhane, Acétone et Méthanol. Dix grammes de la
poudre d’algue ont été macérés dans 100 mL de chaque solvant pendant 24 heures sous
agitation (250 rpm).. Les filtrats ainsi obtenus sont évaporés a sec sous vide en utilisant un
évaporateur rotatif a 40°C. La macération a été répétée trois fois pour chaque solvant Les

extraits secs obtenus ont été pesés pour calculer leurs rendements.

1.4. Calcul du rendement
Le rendement d’extraction est mesuré par rapport de la poudre initiale pour les différents

extraits en appliquant la formule suivante :

M
R(%) = 3,5%100

R (%) : Rendement exprimé en %.
M : Masse en gramme de I’extrait sec résultant

MO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

L.5. Criblage phytochimique
Le criblage phytochimique consiste a effectuer des réactions de coloration ou de
précipitation pour révéler les groupes majeurs de composés phytochimiques contenus dans

chacun des extraits ainsi préparés.

L.5.1. Phénols
25 pL de FeCls (2 %) ont été incorporés a 500 pL de I’extrait dilué. La détection des
phénols est indiquée par le développement d’une coloration bleue ou verte (JARADAT et al.,

2015).

1.5.2. Flavonoides
Chaque extrait (3 mL) a été combiné avec 1 mL de solution de NaOH a 10 %, la

présence de flavonoides est confirmée par une coloration jaune intense (LERATO et al., 2017).

1.5.3. Tanins
2 ml de I’extrait dilué ont été combinés a 100 uLL de FeCls (1 %). L’observation d’une
coloration bleu-vert constitue un indicateur de la présence de tanins galliques, tandis qu’une

couleur vert foncé révele des tanins catéchiques (BENTAB et LASGAA, 2015).
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1.5.4. Terpénoides
500uL d’extrait a été ajouté a 300 uL d’acide sulfurique et 200uL de chloroforme.
L’apparition d’une teinte brun-rougeatre révele la présence de terpénoides dans 1’extrait

(DOSS, 2009).

I.5.5. Alcaloides

Trois millilitres (3 mL) de chaque extrait ont ét¢ combinés avec 3 mL d’HCl a 1 % et
chauffés pendant 20 minutes. Apres refroidissement, 1 mL de réactif de Mayer a été ajouté
progressivement. La formation d’une couleur verte ou d’un précipité créme constitue un

indicateur de la présence d’alcaloides (LERATO et al., 2017).

1.5.6. Saponosides

Quelques millilitres d’eau distillée ont été ajoutés a 1 ml d’extrait dilug, puis le mélange
a été vigoureusement agité. Apres un repos de 20 minutes, la présence de mousse indique la
présence de saponosides :
- Pas de mousse = test négatif
- Mousse <lcm = test faiblement positif
- Mousse de 1-2 cm = test positif

- Mousse >2 cm = test tres positif (TREASE et EVANS, 1987).

I.5.7. Glucosides cardiotoniques

Le test de Keller-Kiliani consiste a mélanger 500 pL d’extrait avec 1 mL d’acide
acétique glacial, 50 pL de FeCls (5 %) et 500 uL. d’acide sulfurique. La présence de glucosides
cardiotoniques est indiquée par la formation de deux phases : une phase brun-rouge
correspondant a ’acide acétique et une phase verdatre correspondant a ’acide sulfurique

(LERATO et al., 2017).

1.5.8. Glycosides cardiaques
On ajoute 1 mL de I'extrait a 2 mL de chloroforme. Ensuite, en ajoutant du H>SOs,

Une teinte brun-rougeatre révele la présence de glycosides cardiaques (YAM et al., 2009).

1.5.9. Stéroides

250uL de chaque extrait a été mélangé avec 2,5 mL de chloroforme et 2,5 mL d’acide
sulfurique. La présence de stéroides est indiquée lorsque la couleur varie du violet au bleu ou
au vert, lorsque la formation d’un anneau bleu ou vert est observée, ou lorsque la couche
supérieure prend une coloration rouge tandis que la couche sulfurique devient jaune avec un

éclat vert fluorescent (LERATO et al., 2017).
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1.5.10. Coumarines
e Préparation de I’infusé : 5 g de poudre d’algue ont été ajoutés a 100 mL d’eau distillée
bouillante. Apreés un temps d’infusion de 20 minutes, le mélange a été filtré, puis le
filtrat a été complété a 100 mL avec de 1’eau distillée.
e Détection des coumarines : 3 mL de NaOH a 10 % sont ajoutés a 2 mL de I’infusé, puis
le mélange est agité. La formation d’une coloration jaune révele la présence de

coumarines (DIALLO, 2000).

I.5.11. Composés réducteurs

1 mL de chaque extrait est incorporé avec 2 mL de la liqueur de Fehling (Volumes
¢gaux (1 mL chacun) de Fehling A et de Fehling B, puis chauffé dans un bain-marie a 70 °C
pendant 2 minutes. L’apparition d’un précipité rouge brique atteste de la présence de composés

a pouvoir réducteur (TREASE et EVANS, 1987).

1.5.12. Acides aminés
50 pL d’extrait diluée est mélangé avec 1 mL ninhydrine (0.1%) préparée dans
I’éthanol. Le mélange est chauffé¢ dans le bain marie. La détection des acides aminés se

manifeste par une couleur violette (HARBORNE, 1998).

1.5.13. Mucilages
I mL de Pextrait a été additionné a 2,5 mL d’éthanol absolu ; I’apparition d’un précipité

floconneux confirme la présence de mucilages (GOGOI et DAS, 2016).

1.5.14. Stérols et triterpenes
La révélation des stérols et triterpenes est effectuée a I’aide de H>SO4 concentré. La
poudre végétale (2 g) est macérée pendant 24 heures dans 1’éthanol a 70 %. La préparation est

ensuite filtrée, puis 1’extrait obtenu est évaporé jusqu’a sécheresse.

Le résidu résultant a été dissous dans 20 mL de chloroforme. 10 mL de la solution
précédemment préparée est évapore a sec, le résidu est dissous dans 5 ml d'anhydride acétique
puis 5 mL de chloroforme. Au fond du tube, on a ajouté 1 mL d'acide sulfurique concentré (Ha
SO4) a 'aide d'une pipette de 1 ml sans agitation. Un anneau brun rougeatre ou violet apparait
dans la zone de contact des deux liquides aprés 30 minutes, révélant la présence de stérols et

de triterpénes (BRUNETON, 2009).
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I.5.15. Caroténoides

Apres infusion de 6 g de poudre algale dans 45 mL d’eau distillée, le mélange a été
filtré. Puis, Un volume de 1 mL de filtrat a été additionné a 1 mL d’HCl et a 1 mL d’H>SOs ;
I’apparition d’une coloration bleu-vert révéle la présence de caroténoides (KERROURI et al.,

2016).

1.5.16. Anthocyanine
Chaque extrait a ét¢ homogénéisé avec 1 mL de HCI 2 N et 1 mL d’ammoniac ; la
présence d’anthocyanines est mise en évidence par I’apparition d’une coloration rose-rouge,

évoluant ensuite vers le bleu-violet (LERATO et al., 2017).

1.5.17. Quinones libres
500 pL de l'extrait est additionné avec quelques gouttes de NaOH (1%). Le changement

de couleur vers le rouge, le jaune ou le violet révele la présence de quinones (DOHOU, 2003).

1.6. Dosage et quantification de quelques métabolites secondaires

1.6.1. Dosage des polyphénols totaux
A. Principe de la méthode

Le dosage, adapté de Waterhouse (2001), repose sur la réaction des composés
phénoliques avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif jaune, composé d’acide
phosphotungstique (H;:PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H:PMO12040), est réduit en
oxydes bleus de tungsténe et de molybdene lors de I’oxydation des groupements hydroxyles
des phénols. L’intensité de la coloration, dont le pic d’absorption se situe entre 725 et 750 nm,
est proportionnelle a la teneur en polyphénols des extraits (VERMERRIS et NICHOLSON,
2006).

B. Protocole expérimentale

Pour établir la courbe d’étalonnage, une série de solutions diluées a été préparée, en
utilisant 1’acide gallique comme phénol standard.

40 pL de I’échantillon dilu¢ ou de la solution standard est ajouté dans un tube a essai
contenant initialement 3,16 mL d’eau distillée et 40 uL. de méthanol pur. Ensuite, 200 pL du
réactif de Folin-Ciocalteu sont ajoutés. Apres 3 minutes, 600 pLL d’une solution de Na.COs a 2
mg/mL sont incorporés tout en agitant.

Les solutions préparées sont maintenues a I’obscurité pendant 30 minutes, puis leur

absorbance est déterminée a 765 nm a ’aide d’un spectrophotométre UV-Visible, contre un
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blanc. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme

de matiere seche d’algue (mg EAG/g). Chaque essai est réalisé en triplicat.

1.6.2. Dosage des flavonoides

A. Principe de la méthode

La détermination des flavonoides totaux dans les extraits de 1’algue rouge est effectuée
par la méthode décrite par BAHORUN et al. (1996), utilisant le trichlorure d’aluminium
comme réactif.

Les flavonoides se caractérisent par la présence d’un hydroxyle libre en position 5, pouvant
réagir avec le chlorure d’aluminium pour former un complexe coloré en association avec le
groupement carbonyle (CO).

Afin de tracer la courbe d’étalonnage, nous avons choisi la quercétine comme standard pour
quantifier les teneurs en flavonoides dans nos extraits.

B. Protocole expérimentale

500 pL d’extrait est mélangé avec 150 pL de solution de nitrite de sodium (5 %), puis
300 pL de chlorure d’aluminium (10 %) sont ajoutés. Apres incubation a température ambiante
pendant 5 minutes, 1 mL d’hydroxyde de sodium (1 M) est incorporé. L’absorbance du mélange
est ensuite déterminée a 510 nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV/Vis. Les données obtenues
permettent d’établir la courbe d’étalonnage de la quercétine. Les résultats sont exprimés en
milligrammes équivalents de quercétine par gramme de matiére séche.

1.6.3. Quantification des caroténoides et chlorophylles

Les contenus en caroténoides et en chlorophylles dans les extraits d'algues ont été
déterminée selon le protocole développé par LICHTENTHALER et WELBURN (1983). Pour
la mesure de I’absorbance, les extraits ont été convenablement dilués dans du méthanol pur,
puis analysés a différentes longueurs d’onde (470, 653 et 666 nm) a 1’aide d’un
spectrophotometre UV-Vis. Les concentrations en chlorophylle a, chlorophylle b et en
caroténoides totaux ont ensuite ét¢ déterminées a 1’aide des équations suivantes :
Chlorophylle a (mg/ml) = 15, 65 A666 — 7,340 A653.

Chlorophylle b (mg/ml) =27, 05 A653 — 11, 21 A666.

1000xA470 — 2,86Ca — 129,2Cb
245

1.9. Analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-

MS/MS)

Caroténoide totaux mg/ml =

Le profil phytochimique pour les deux extraits (méthanol et acétone) d’Asparagopsis armata a

¢été réalisé¢ au niveau de la Plateforme Technique d’Analyses Physico-Chimiques (PTAPC),
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affiliée au CRAPC, Ouargla ; Les analyses ont été réalisées a 1’aide d’un systeme UPLC-ESI-
MS/MS  Shimadzu LCMS-8040, ¢quipé de la technologie UFMS. La séparation
chromatographique a été menée a 1’aide d’une pompe binaire Nexera XR LC-20AD couplée
avec une colonne Restek Ultra C18 (150 x 4,6 mm, 3 pum). Une ¢élution isocratique a été
conduite avec une phase mobile composée d’eau contenant 0,1 % d’acide formique (solvant A)
et de méthanol (solvant B), a un débit de 0,2 mL/min. Le volume d’injection était de 5 pL.

Les conditions d’ionisation par électrospray (ESI) comprenaient une pression de gaz CID de
230 kPa et une tension de dynode de —6,00 kV. Les conditions opératoires incluaient une
température de la ligne de désolvation (DL) de 250 °C, un bloc chauffant a 400 °C, un débit de
gaz de nébulisation de 3 L/min, et un débit de gaz de séchage de 10 L/min. Les composés ont

¢été déterminés en les comparant a des standards de référence

L.7. Evaluation de ’activité d’antioxydante et antiradicalaire
L’évaluation de la capacité antioxydante in vitro des extraits a été réalisée a 1’aide de
deux tests, il s’agit du pouvoir piégeur du radical DPPHe et du test FRAP (Ferric ion Reducing

Antioxidant Parameter).

I.7.1. Evaluation de ’activité antioxydante par le test DPPH
A. Principe de la méthode

Afin d’étudier les activités antiradicalaires des extraits d’algue marine, nous avons
utilisé la méthode basée sur le radical DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle), connu pour sa
relative stabilité.

Le DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle) est un radical libre stable de couleur
violette, avec un maximum d’absorption a 517 nm. En présence de composés antiradicalaires,
sa réduction entraine un changement progressif de couleur du violet au jaune (Figure 26).
L’absorbance a 517 nm permet de calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPHs,

reflétant le pouvoir antiradicalaire de 1’échantillon (MOLYNEUX, 2004).

Anttoxydant < \>

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazyl (non radical)

Figure 25. Réduction du radical DPPH (MOLYNEUX, 2004)
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B. Protocole expérimentale

L’activité antiradicalaire des extraits de 1’algue marine rouge Asparagopsis armata est
mesurée par la méthode adaptée par BLOIS (1958). Le test consiste a mélanger 100 uL de
chaque extrait d’algue rouge, préparé a différentes concentrations, avec 2,9 mL de solution de
DPPH (100uM) dans un tube en verre. Aprés 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a
température ambiante, I’absorbance est mesurée a 517 nm contre un blanc. La vitamine C, la
vitamine E et le Trolox sont utilisés comme antioxydants de référence

Le pouvoir antiradicalaire des extraits a été évalué par la détermination de la valeur ICso,
obtenue a partir de la courbe représentant le pourcentage d’inhibition (I %) du radical libre
DPPH:- en fonction des concentrations des extraits (MOLYNEUX, 2004 ; SHARMA & BHAT,
2009). L’ICso correspond a la concentration (mg/mL) d’extrait nécessaire pour inhiber 50 %
des radicaux libres chaque absorbance correspond a un pourcentage d'inhibition calculé par la

relation suivante :

3

A — A
I(%) = [ i T Jx 100
4,

\
\ "y

Ou:
Ay est ['absorbance de la solution de DPPH sans extrait.

A est I'absorbance de la solution de DPPH en présence de I’extrait.

1.7.2. Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode FRAP
A. Principe de la méthode

La détermination du pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les extraits a été réalisée en
suivant la méthode décrite par BENZIE et STRAIN (1996).
La présence des réluctants dans les extraits provoque la réduction du complexe ferrique-tripyri-
dyltriazine (Fe (III)-TPTZ) en complexe ferreux-tripyridyltriazine (Fe (II)-TPTZ), les
absorbances ont ét¢ mesurées a A = 593 nm.
Fe3+(TPTZ) +ArOH—Fe2+(TPTZ)+ArO-+H+
B. Protocole expérimental

Les solutions stockes comprennent tampon acétate (C2H3zNaO2.3H>0 ;300 mM) a pH
3,6 dans 16 mL d’acide acétique (C2H4O2) par L de tampon, 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine
(TPTZ) a 10 mM préparer dans une solution d'acide chlorhydrique a 40 mM, et 20 mM de

FeCl3.6H>O. La solution fraiche a été¢ préparée en combinant 100 ml de solution tampon

63



Chapitre I : Matériel et méthodes

d’acétate avec 10 mL de mélange TPTZ, et 10mL de FeCl3.6H>O en un rapport de volume (100
:10 :10). Cette solution finale est incubée a 37°C avant 1’utilisation.

Un volume de 0.1 mL des extraits de 1’algue marine rouge Asparagopsis armata a
différentes concentration est mélangés avec 0.9 mL de la solution FRAP. Apres
homogénéisation de I’échantillon au vortex, les tubes sont incubés a 1’abri de la lumiére pendant
4 min et ’absorbance des échantillons (complexe ferrique tripyridiyltriazine) est déterminée a
I’aide d’un spectrophotometre réglé a 593 nm. Des solutions antioxydantes standards, telles
que le vitamine E et le Trolox, ont ét¢ utilisées comme contrdles positifs. Les mesures
d’absorbance ont été effectuées selon les mémes conditions standardisées que pour les
échantillons, afin d’assurer la reproductibilité des résultats. Une absorbance plus élevée

correspond a un pouvoir réducteur accru des extraits. Chaque test a été répété trois fois.

1.8. Evaluation de ’activité antimicrobienne
L’évaluation de ’activité antimicrobienne des extraits a été effectuée a 1’aide de tests

in vitro, visant a déterminer leur potentiel antibactérien et antifongique.

I.8.1. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits a ét¢ €valuée sur sept souches bactériennes de
référence : Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus
cereus ATCC 25921, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria
monocytogenes ATCC 19111. Klebsilla pneumonia IBMC Strasbourg.

Trois approches expérimentales ont €t€é mises en ceuvre pour évaluer D’activité
antibactérienne des extraits bruts de I’algue, en testant différentes concentrations de 1’extrait
dans le milieu de culture. La premiére consistait en la diffusion sur disques ainsi que la diffusion
a partir de puits creusés dans une gélose Miieller-Hinton. Par ailleurs, la méthode de dilution
en bouillon a été utilisée pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI).
1.8.1.1. Préparation des pré cultures

La préparation de I’inoculum bactérien a été réalisée a partir de cultures récentes, de 18
a 24 heures, mises en suspension dans de 1’eau physiologique stérile (NaCl 0,9 %). La densité
optique de la suspension a été ajustée a 0,08—0,10, mesurée a 625 nm, ce qui correspond a la
turbidité standard de 0,5 McFarland (1,5 x 10® UFC/mL). Cet inoculum standardisé a été utilisé

directement pour I’ensemencement des boites de gélose Miieller-Hinton (CLSI, 2006).
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1.8.1.2. Sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques

Des antibiogrammes ont été réalisés en parallele pour évaluer la sensibilité des bactéries
aux antibiotiques ; ces tests ont servi de témoin positif.

Ce test a été effectué afin d’établir I’antibiogramme standard des souches étudiées et de
le comparer a I’action de nos extraits bruts. On a utilisé différents antibiotiques : Cefoxitine
30ug (FOX), Gentamicine 10pg (GN), Amoxicilline 30ug (AML), Acide nalidixique 30ug,
Triméthoprime + Sulfaméthoxazole (25 pg) SXT, Ampicilline 10 ug (AMP).

Les disques imprégnés d’antibiotiques sont placés a la surface d’un milieu gélosé
Miieller-Hinton, précédemment ensemencé avec un inoculum bactérien standardisé a
0,5McFarland des souches a tester. Les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés apres 24
h d’incubation a 37 °C (CLSI, 2006).
1.8.1.3. Méthode de diffusion sur gélose par disques

La méthode de diffusion, initialement développée pour tester [’efficacité des
antibiotiques (antibiogramme), peut étre adaptée en remplacant les disques d’antibiotiques par
des disques imprégnés d’extraits (BALOUIRI et al,2016), les extraits de 1’algue ont été
préparés a différentes concentrations avec du DMSO comme solvant.

Une suspension microbienne pure, fraichement préparée, est répartie de maniere
homogene sur la surface des milieux gélosés. Un disque stérile de papier Wattman N°03 (6 mm
de diamétre) est d’abord déposé sur la gélose ensemencée, puis imprégné avec 10 pL d’extrait
préparé a différentes concentrations afin d’atteindre des concentrations finales de 1, 2 et
4mg/mL, permettant ainsi a D’extrait de diffuser et d’inhiber la croissance bactérienne.
L’ensemble est incubé a 37 °C pendant 24 heures.

L’activité inhibitrice de croissance a €té évaluée en mesurant le diametre de la zone d’inhibition
autour du disque.
1.8.1.4. Méthode de diffusion sur gélose par puits

L’activité inhibitrice des différents extraits organiques d’Asparagopsis armata a été
déterminée par la méthode des puits, selon la procédure décrite par BALOUIRI et al. (2016).
Des volumes de 25, 35 et 50 uL de chaque extrait, afin d’atteindre des concentrations finales
de 5, 7 et 10 mg/mL, ont été déposés dans des puits de 6 mm de diameétre préalablement
réalisés., pratiqués dans la gélose préalablement ensemencée par écouvillonnage avec
I’inoculum de chaque souche testée. Le DMSO a servi de témoin négatif. Les cultures ont
ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 heures.

Les résultats ont été évalués en mesurant le diamétre des zones d’inhibition,

matérialisées par un halo translucide autour du puits.
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1.8.1.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu liquide

Afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice de chaque extrait. La méthode
de dilution en bouillon a été utilisé selon la procédure suivie par WIEGAND et al. (2008).

Cette analyse n’a été effectuée que pour les extraits organiques d’Asparagopsis armata
présentant la plus forte activité lors des tests de sensibilité sur milieu solide, définie par un
diameétre de zone d’inhibition > 15 mm.

On utilise un milieu de culture liquide Brain Heart Infusion broth (2 mL) contenant des
concentrations croissantes selon une série de dilutions géométriques (généralement un facteur
deux) entre 0,25 et 4 mg/mL de I’extrait. Ensuite, dans chaque tube, on ajoute 100 uL de
I’inoculum bactérien préalablement préparé (la densité cellulaire a 0,5 McFarland). Deux autres
séries de tubes sont mises en place : I’une sans extrait, servant de contrdle positif de croissance,
et I’autre sans germes, servant de contrdle de stérilité. Aprés une incubation des tubes a 37 °C
pendant 24 heures, la croissance bactérienne est comparée au controle. La concentration
minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la plus faible concentration du produit pour

laquelle aucune turbidité n’est visible par rapport au controle.

1.8.2. Activité antifongique
L’activité antifongique des extraits a été évaluée en deux étapes :
-Les trois extraits (méthanolique, dichlorométhane et acétone) ont été testés contre Aspergillus
niger, Aspergillus flavus et Penicillium glabrum.
-Etant donné que I’extrait méthanolique a montré la plus forte activité dans la premiére étape,
il a été testé séparément contre Fusarium.
1.8.2.1. Activité contre Aspergillus et Penicillium

L’activité antifongique des extraits d 'Asparagopsis armata a été évaluée selon la
méthode du contact direct, telle que décrite par REMMAL et al. (1993) et MOHAMMEDI &
ATIK (2012). Les tests ont été réalisés sur trois champignons : Aspergillus carbonarius,
Aspergillus flavus et Penicillium glabrum. Les dilutions des extraits ont été préparées dans du
DMSO pour obtenir des concentrations finales de 0,5, 1 et 3 mg/mL.

La technique consiste a ajouter 1,5 mL de chaque dilution d’extrait a 13,5 mL de milieu
PDA (Potato Dextrose Agar) en surfusion a 45 °C. Aprés homogénéisation au vortex, les tubes
sont verseés dans des boites de Petri.

L’ensemencement a été réalisé par la disposition a la surface du milieu de culture au
centre de la boite de pétri du disque mycélien de 6 mm de diametre pour chaque champignon

provenant d'une culture de 6 jours.
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Pour chaque champignon, des témoins négatifs composés de milieu PDA et de DMSO
sans extrait ont été préparés, et des témoins positifs contenant 1’antifongique nystatine (5
mg/mL) ont été réalisés en paralléle.

L’incubation a été réalisée a 25 °C pendant 6 jours. La croissance fongique a été suivie
par la mesure quotidienne du diameétre mycélien, ce qui a permis de calculer le taux d’inhibition
(I%) selon 1’équation décrite par CHENG et al. (2008) :

1% = (Da—Db) /Da x100
Ou:

I : pourcentage d'inhibition exercé par I’extrait sur le mycélium (%)
Da : Diametre de mycélium témoin (mm)

Db : Diametre de mycélium (mm)
1.8.2.2. Activité contre Fusarium

Dans cette étude, I’extrait méthanolique, ayant montré la plus forte activité antifongique
lors de premier test antifongique, a été retenu pour 1’évaluation spécifique contre Fusarium.
Les autres extraits, moins actifs, n’ont pas été considérés dans cette phase

Quatre especes de Fusarium (Fusarium poae, Fusarium graminearum, Fusarium
culmorum, Fusarium avenaceum) ont été testées par 1’extrait méthanolique selon la méthode
effectuée selon la méthode décrite par KOTAN et al. (2008), avec une 1égeére modification.

Disque de 6,0 mm de diametre issu d’une préculture fongique sur agar dextrose de
pomme de terre (PDA) contenant du mycélium de Fusarium ont été placés au centre de gélose
PDA préalablement étalée avec 200 pL de différentes dilutions d’extrait de MeOH pour des
concentrations finales allant de 2,5 & 80 mg/mL.
Une boite de PDA sans extrait, contenant uniquement DMSO 10%, a été utilisée comme témoin
négatif et des boites de PDA traitées avec de la nystatine (2,5 a 10 mg/mL) ont été utilisées

comme témoins positifs.

L’incubation a été effectuée a 25 °C pendant 6 jours, et la croissance mycélienne a été
suivie par la mesure du diametre afin de calculer le taux d’inhibition (I %) selon 1’équation

décrite par CHENG et al. (2008)

Les résultats sont interprétés pour les deux testsantifongiques selon ABDELLATIVE et
al. (2011) comme suit :
+ 30 a40 % : faible activité,
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% 50260 % : activité modérée,
+ 60 a 70 % : bonne activité,

% 70 % : excellente activité

1.10. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne + €cart-type (SD). Les différences entre groupes ont
¢été évaluées par une analyse de la variance a un facteur (ANOVA unidirectionnelle) au seuil
de 5 %. Les différences ont été définies comme significatives pour p < 0,05, hautement
significatives pour p < 0,01. Les valeurs de ICso ont été calculées a partir des courbes de
régression. Les coefficients de corrélation ont été calculés a 1’aide des fonctions intégrées du

logiciel Microsoft Excel 2021, également utilisé¢ pour I’ensemble des traitements statistiques.
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II.1. Rendement des extraits

Les rendements d’extraction des trois solvants utilisés sont présentés dans la Figure 27.
L’effet de la polarité du solvant sur le rendement d’extraction a été étudié. Les extractions ont
¢été réalisées par macération a I’aide de trois solvants de polarité différente : le méthanol, le

dichlorométhane et I’acétone.

Rendement %

1 -
. ]
Méthanol Acétone Dichlorométhane

Figure 26 : Histogramme illustrant le rendement d’extraction des extraits de Asparagopsis
armata.

Les résultats révelent que I’extrait méthanolique a présenté le rendemant le plus élvé
(5,74+1,8%) ce qui suggere que les principaux constituants de 1’algue marine ont un caractere
plus ou moins hydrophile. Le dichlorométhane donne un rendement modéré (1,17+0,28%) alors
que Dextrait acétonique a le rendement le plus faible (0,59+0,03%). Cette différence
significative (p =0,013) s’explique par la polarité élevée du méthanol, qui permet une meilleure
solubilisation des composés polaires, notamment les composés phénoliques, les flavonoides et

certains pigments, abondant dans Asparagopsis armata.

La faible extraction observée avec le dichlorométhane pourrait étre attribuée a sa polarité
intermédiaire, favorisant principalement I’extraction de composés lipophiles présents en
moindre quantité dans 1’algue étudiée. Des résultats cohérents ont été décrits chez d’autres
macroalgues rouges, ou les solvants polaires ont montré une meilleure efficacité d’extraction
que les solvants apolaires ou semi-polaires (HENTATI et al., 2020 ; LOURENCO-LOPES et
al., 2020).
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Ainsi, le rendement d’extraction dépend non seulement de la nature du solvant, mais également
de la composition chimique intrinséque de 1’algue, de la méthode d’extraction et des conditions
opératoires. Ces résultats justifient 1’utilisation de trois solvants de polarités différentes pour la

caractérisation phytochimique et I’évaluation des activités biologiques.

Dans notre étude, les rendements d’extraction obtenus demeurent plus faibles que ceux
signalés par MACHADO et al. (2016) chez Asparagopsis taxiformis, une espece proche, pour
laquelle un rendement de 10,2 % a été obtenu par macération méthanolique, contre 1,9 % avec
le dichlorométhane. De manicre similaire, JANUARIO et al. (2024) ont rapporté, chez
Asparagopsis armata, un rendement de 14,03 % pour D’extraction hydroéthanolique,

comparativement a 2,97 % obtenus avec 1’acétate d’éthyle et I’eau.

Par ailleurs, RHIMOU et al. (2010) ont signalé, pour A. armata collectée au Maroc, des
rendements d’extraction de 0,28 % pour I’extrait au dichlorométhane et de 14,37 % pour
I’extrait méthanolique. En comparaison, le rendement de 1’extraction méthanolique obtenu dans
la présente étude, cette valeur apparait clairement inférieure a celui rapporté par ces auteurs,

tandis que celui obtenu avec le dichlorométhane s’avére supérieur.

Les divergences observées entre les rendements d’extraction obtenus dans le présent
travail et ceux rapportés dans la littérature peuvent s’expliquer par plusieurs facteurs liés a
I’espece étudiée, aux caractéristiques du solvant utilisé en particulier son degré de polarité ainsi
qu’aux conditions expérimentales, incluant la durée et la température d’extraction, I’origine
géographique, la saison de récolte et le protocole appliqué (LOPEZ et al., 2011 ; BALBOA et
al., 2013 ; TEFIANI, 2015). Le rendement et la performance de 1’extraction dépendent ainsi
étroitement du type de solvant choisi, qui influence la nature et la quantit¢ des composés
extraits, en particulier les composés phénoliques et leurs propriétés antioxydantes (LI et al.,
2008). De plus, des facteurs biologiques et environnementaux, tels que 1’age de 1’algue et les
conditions de son milieu, modulent également la composition chimique des extraits. Le choix
approprié du solvant et de la méthode d’extraction reste donc déterminant pour maximiser le

rendement et la concentration des composés bioactifs.
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I1.2. Criblage phytochimique

Le

criblage  phytochimique

des  extraits

méthanolique,

acétonique

et

dichlorométhanique de Asparagopsis armata a révélé la présence de plusieurs groupes de

métabolites. Les résultats acquis sont résumés dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Résultats de criblage phytochimique des extraits de Asparagopsis armata.

N° Tests Dichlorométhane Méthanol = Acétone
01 Phénols + + +
02 Flavonoides + + +
03 Tanins - + -
04 Terpénoides + +++ -
05 Alcaloides + - -
06 Composés réducteurs + - -
07 Quinones libres + ++ +
08 Glucosides cardiotoniques - - -
09 Glycosides cardiaques - ++ +
10 Anthocyanines + + -
11 Mucilage - - -
12 Saponosides - - -
13 Acides aminés - + -
14 Coumarines - ’%\ -
15 | Caroténoides + ‘ + ‘ +
16 | Stérols / triterpénes + ’ - ’ _
17 Stéroides + ++ +

(+++) : Fortement positif ; (++) : Moyennement positif ; (+) : Faiblement positif'; (-) :

Négatif

Les tests qualitatifs ont révélé une présence marquée des composés phénoliques et des

flavonoides, en particulier dans les extraits méthanolique et acétonique. Cette observation est

cohérente avec la nature polaire de ces solvants, favorisant 1’extraction de molécules riches en

groupements hydroxyles. La détection de tanins, de terpénoides et de composés réducteurs a

également révélé des intensités variables selon le solvant utilisé.

En revanche, les alcaloides, les stérols, triterpénes, mucilage, les saponosides et les

coumarines, ont été faiblement ou non détectés dans I’ensemble des extraits, laissant penser
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que ces familles de composés sont soit absentes, soit présentes a de trés faibles concentrations
dans I’algue étudiée. Les stérols et les triterpenes ont été principalement observés dans 1’extrait
dichlorométhanique, confirmant leur caractére lipophile, le teste de caroténoide par la poudre
de I’algue a été révele aussi positif. La présence de ces composés est particuliérement marquée
dans I’extrait méthanolique. De plus, les tests réalisés sur cet extrait ont permis de détecter des
glycosides cardiaques, confirmés par un test spécifique révélant des glucosides cardiotoniques.
Par ailleurs, la détection d’acides aminés témoigne de la présence de constituants primaires,
¢léments de base des protéines, traduisant I’abondance de ’extrait en composés nutritifs

essentiels en plus des métabolites secondaires bioactif.

La diversité des métabolites secondaires mise en évidence par ce criblage refléte le
potentiel bioactif important de Asparagopsis armata. Ces composés interviennent de facon
déterminante dans les mécanismes de défense des algues marines contre les stress
environnementaux et sont souvent corrélés a des activités biologiques telles que les propriétés

antioxydantes et antimicrobiennes.

Des résultats comparables ont été publiés pour d’autres espéces d’algues rouges,
notamment celles du genre Asparagopsis, connues pour leur richesse en composés phénoliques,
flavonoides et composés halogénés (JACINTO et al., 2013 ; HENTATI et al., 2020). Ainsi, le
criblage phytochimique constitue une étape préliminaire essentielle permettant d’orienter les

analyses quantitatives et les tests biologiques ultérieurs.

Les résultats des tests phytochimique menés par NEETHU et al., (2017) ont révélé la
présence des composés phénoliques (Phénols et flavonoides), stéroides et des quinones avec
une importante quantit¢ dans 1’extrait méthanolique d’A4. taxiformis (proche de A. armata),
d’autre part SAIM et al. (2021) ont confirmé I’identification des flavonoides, terpénoides et
quinones et I’absence des coumarines dans 1’extrait méthanolique d’4. taxiformis. Egalement,
dans Asparagopsis taxiformis, le test phytochimique des saponines a donné un résultat positif,
indiquant la présence de glycosides amphiphiles capables de former une mousse ou une écume
lors de I’agitation (SAHNOUNI et al., 2021). Ce résultat contraste avec 4. armata, pour
laquelle nos tests n’ont pas détecté de saponines, suggérant que la production de ces composés
secondaires peut varier selon I’espeéce, I’environnement et les conditions de culture. Ces
différences soulignent la pertinence de la variation interspécifique et méthodologique dans

I’analyse phytochimique des Rhodophytes.
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Bien que des stérols aient été rapportés dans Asparagopsis armata par (EL HATTAB
etal., 2006) et (LOPES et al., 2011) aucune présence n’a été détectée dans nos extraits a I’aide
des tests phytochimiques. Cette différence peut étre due a la sensibilité des tests, aux méthodes
d’extraction ou a la variabilité biologique de I’échantillon.

L’absence de réaction positive pour les mucilages dans nos extraits peut s’expliquer par
I’incapacité des solvants organiques utilisés (méthanol, acétone, dichlorométhane) a les
extraire. En effet, les mucilages des Rhodophytes sont généralement constitués de galactanes
sulfatés de haut poids moléculaire (carraghénanes/hybrides agaro-carraghénanes) des
polysaccharides hydrophiles, solubles uniquement dans 1’eau chaude (GARON-LARDIERE,
2004) .Par conséquent, ces composés restent majoritairement dans la biomasse insoluble lors
d’une extraction par solvants organiques et ne peuvent étre détectés que suite a une extraction
aqueuse chaude suivie d’une précipitation a I’éthanol, ou par des méthodes analytiques
adaptées aux polysaccharides (PREMARATHNA et al., 2024). Cette approche
méthodologique explique pourquoi nos tests phytochimiques basés sur des extraits organiques
sont restés négatifs, malgré la probabilit¢é que I’algue contienne effectivement des
polysaccharides pariétaux.

La différence des diversités en composé€s des extraits est apparemment se dépend au
type de solvant et son degré de polarité utilisé et méme a la mixture et la distribution du solvant
dans la poudre. Plusieurs précédentes études ont mentionné que les algues notamment les
algues rouges synthétisent les composés phénoliques, les flavonoides ainsi que les caroténoides

(PEREZ et al., 2016 ; PONTE et al., 2022).

I1.3. Dosage et quantification des composées phénoliques et flavonoides
Les teneurs en composés phénoliques des extraits de 1’algue étudiée ont été déterminées
a partir de la courbe d’étalonnage et exprimées en mg d’équivalent d’acide gallique (EAG) par

gramme de matiere seche (Annexe) (Tableau 10)
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Tableau 10 : Teneurs en phénols totaux et flavonoides des extraits

Phénols totaux Flavonoides
Les extraits
Concentration en mg Concentration en mg
EAG/g MS EQ/g MS
Dichlorométhane 5,51+0,37 0,72+ 0,02
Méthanol 3,57+ 0,01 0,20+0,0002
Acétone 6,16+0,01 1,46+0,002

Les teneurs en phénols totaux déterminées présentent des variations de 3,57+0,01mg
EAG/g MS pour I’extrait méthanolique a 6,16+0,01mg EAG/g MS pour ’extrait acétonique,
dans I’extrait de dichlorométhane la concentration de phénol totaux est égale a 5,51+0,37mg
EAG/g MS. La différence tres significative observée entre les trois extraits (p < 0,001) indique
une variabilité marquée dans la composition phénolique selon la nature de solvant utilisé.

Une légere différence entre les deux valeurs de phénol totaux chez les deux extraits
acétone et dichlorométhane, mais la valeur le plus important est enregistré dans 1’extrait de
’acétone, la différence dans la teneur en phénol des extraits peut étre attribuables a la solubilité
de ces composés dans ces extraits. HMANI et al. (2021) ont obtenu le contenu phénolique total
dans I’extrait méthanol d’Asparagopsis armata (14,95+0,5 mg EAG /g MS).

L’extrait méthanolique d’Asparagopsis armata s’est détecté plus riche en composés
phénoliques que ceux rapportés par GANESAN et al. (2008) pour d'autres algues rouges. En
effet, les concentrations en composés phénoliques des extraits de Eucheuma kappaphycus et
Gracilaria edulis étaient respectivement de 1,5 mg/g et 4,1 mg/g. Toutefois, notre résultat est
comparable a celui obtenu pour Acanthophora spicifera, dont la valeur était de 3,55 mg/g.

La teneur ¢élevée en polyphénols notée dans 1’extrait d’acétone pourrait étre attribuée a
la polarité de I’acétone, ce qui conduit a une extraction efficace des composés phénoliques
modérément polaires qui sont moins efficacement solubilisés par le méthanol.

Au cours de cette étude, la teneur en composés phénoliques de 4. armata est inférieure
a celle observée par EBRAHIMI et al. (2025), qui ont rapporté jusqu’a 8,57 mg EAG/g MS par
extraction méthanolique assistée par ultrasons, ainsi qu’a celle rapportée par LEE et al. (2020),
avec 22,22 mg/g par extraction hydrothermale et 18,08 mg/g par extraction au fluide
supercritique. Ces différences pourraient s’expliquer par le type de solvant, la méthode

d’extraction, la température et la durée, ainsi que par la composition chimique spécifique des
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algues, qui dépend de I’espece, de 1’age, de la localisation géographique et des conditions
saisonnicres

D'aprées une recherche effectuée par MELLOUK et al. (2017) concernant l'algue marine
rouge Asparagopsis taxiformis, il a été observé que l'extrait au méthanol présentait une
concentration supérieure en polyphénols comparativement aux autres solvants tels que
I'acétone. Toutefois, notre étude montre une différence marquée en termes d'efficacité¢ de
l'extraction méthanolique. Il est donc ardu de mettre en paralléle les résultats présents avec
ceux des recherches précédentes, du fait que I'emploi de techniques d'extraction diverses dans
différentes études rend la comparaison des résultats peu efficace.

Par ailleurs, le dichlorométhane est un solvant non polaire et non sélectif couramment
utilisé, capable de dissoudre une vaste gamme de métabolites moins polaires (PINTO et al.,
2022). De plus, il est possible d'attribuer la prépondérance de 1'extrait dichlorométhane a la
capacité de tirer les phénols lipophiles comme certains flavonoides méthoxyles ou lipophiles
plus solubles dans le dichlorométhane que dans le méthanol (DANGLES, 2012). L’utilisation
de DI’acétone confeére une meilleure capacité a solubiliser un large spectre de composés
phénoliques, aussi bien modérément polaires que légérement apolaires, par rapport aux autres
solvants testés.

La quantité de composés phénoliques des algues peut étre modulée par un ensemble de
facteurs intrinséques et environnementaux. Selon MELLOUK et al. (2017), des ¢léments tels
que D’espece, 1’age, le degré de maturité, ainsi que la période de conservation apres récolte,
influencent la quantité de polyphénols. A ces facteurs s’ajoutent des paramétres externes
comme la lumiere, la profondeur, la salinité, la quantité de nutriments disponibles et la saison,
qui peuvent réguler la biosynthése spatio-temporelle de ces composés (FARVIN &
JACOBSEN, 2013). Par ailleurs, ’efficacité de 1’extraction est également conditionnée par la
nature du solvant, la solubilité des phénols, leur degré de polymérisation et leur interaction avec
d’autres composants, pouvant conduire a la formation de complexes insolubles (FALLEH et
al., 2008). Ces facteurs combinés expliquent la variabilité observée dans la teneur en phénols
entre différentes ¢tudes et especes.

Toutefois, les résultats obtenus restent approximatifs et ne sont pas spécifiques aux
polyphénols, la méthode de Folin-Ciocalteu (FC) peut conduire a une surestimation des
polyphénols, car elle réagit également avec d’autres composés oxydants aromatiques ou d’autre
composes tels que les protéines, les sucres réducteurs, I’acide ascorbique et certains composés

sulfurés (MACHEIX et al., 2005 ; ZUBIA et al., 2007).
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Les teneurs en flavonoides des différents extraits (tableau 10) ont été calculées a partir
de I’équation de la courbe d’étalonnage de la quercétine et exprimées en équivalent de mg de
la quercétine (EQ) / g de matiere séche (Annexe).

Les flavonoides ont été détectés en faibles concentrations dans les trois extraits avec un
taux de 1,46+0,002 mg EQ /g MS dans ’extrait d’acétone et 0,72 + 0,02mg EQ/g MS dans
I’extrait dichlorométhane tandis que le méthanol a enregistré le plus faible valeur
0,20+0,0002mg EQ/g MS. Une différence présentant une forte significativité statistique a été
constatée entre les trois extraits en termes de teneur en flavonoides (p= 0,00034). Ces données
sont inferieurs avec ceux observés par HMANI et al. (2021), leur recherche menée sur des
algues rouges collectées sur la cote nord de la Tunisie a révélé que ’extrait d’A. armata
contenait une concentration en flavonoides de 4,64+ 0,63 mg EQ /g MS, Cela suggere que Les
conditions environnementales, tels que le climat, la salinité¢, peuvent fortement moduler la
biosynthese des flavonoides chez cette espece. Ce résultat est considérablement supérieur aux
concentrations mesurées dans cette étude. Ainsi, la faible concentration observée dans 1’extrait
méthanolique d’A. armata dans notre travail peut refléter soit une composition naturellement
faible en flavonoides, soit une affinité limitée entre certains flavonoides spécifiques et ce
solvant polaire. D’autre part, I’acétone, moins polaire que le méthanol, s’avere particulierement
efficace pour I’extraction des flavonoides, grace a sa capacité a solubiliser aussi bien les
aglycones que les flavonoides glycosylés de manicre plus efficace que le méthanol. Par
conséquent, dans 1’extrait acétonique, les flavonoides pourraient étre plus abondants ou plus
facilement détectables que d’autres composés phénoliques (DO et al., 2014).

Une recherche effectuée par ALGHAZEER et al., (2022) sur le contenu en composés
phénoliques totaux dans différentes algues, notamment rouges, vertes et brunes, a révélé que la
concentration en flavonoides des algues rouges (Asparagopsis taxiformis, Ceramium
virgatum...) était modeste et varie entre 0,49 et 14,84 mg RE/g MS. Les algues brunes
renferment la teneur en flavonoides la plus élevée. Selon COX et al. (2010), les espéces brunes
telles que Laminaria digitata et Laminaria saccharinaont une concentration en flavonoides
supérieure a celle des espéces rouges. Tandis que les algues rouges (Chondrus crispus,
Palmaria palmata) ont présentés des concentrations en flavonoides variant de 6,83 a 7,41 mg
EQ/g d’extrait sec.

Globalement, I’écart observé dans les niveaux de flavonoides pourrait étre attribué aux
variations des variables physico-chimiques, comme la salinité des sites €chantillonnés ou

d’autres conditions environnementales. Par ailleurs, 1’utilisation de solvants polaires semble
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favoriser 1’extraction des flavonoides, bien que leur teneur dans les algues rouges reste
globalement faible.

Si nous comparons le contenu en phénols totaux avec celle de flavonoides dans les trois
extraits (Dichlorométhane, Méthanol et Acétone) nous constatons que les flavonoides
représentent environ 13,07 %, 5,60% et 23,68% du total respectivement. Cette proportion
indique que les flavonoides ne constituent qu’une fraction des composés phénoliques,
suggérant la présence d’autres sous-classes telles que les acides phénoliques, les stilbénes, les
tanins ou encore les coumarines.

Les algues rouges (Rhodophycées) sont une source importante de métabolites secondaires,
comprenant notamment des flavonoides, des acides phénoliques et des bromophénols
(GOMEZ-GUZMAN et al.,, 2018). Elles renferment également des terpénoides, des
phénylpropanoides, divers dérivés phénoliques et des alcools polymérisés d’hydroxycinnamyle
(STENGEL et al., 2011). De maniére générale, les composés phénoliques des algues marines
incluent les acides phénoliques, les phlorotannins, les flavonoides, les tanins et les catéchines
(HENTATI et al., 2020).

I1.4. Teneur totale en caroténoides et chlorophylle

Les caroténoides et les chlorophylles figurent parmi Les principaux composés
impliqués dans Dactivité antioxydante des algues marines. Pour cela, la teneur de ces
constituants phytochimiques au niveau des trois extraits de I’algue marine rouge étudiée a été
déterminée et exprimées en mg / g de matiere seche et présenté dans le tableau 11.

Tableau 11 : Teneur totale en caroténoides et en chlorophylles des extraits

Les extraits Caroténoides (mg/g) | Chlorophylle a (mg/g)
MS MS
Dichlorométhane 6,23+ 0,12 5,26+ 0,06
Acétone 2,04+0,08 2,61+ 0,09
Méthanol 6,65+ 0,13 7,91+ 0,16

Les analyses spectrophotométriques, menées selon le protocole de LICHTENTHALER
& WELLBURN (1983), ont permis de démontrer des variations notables en rapport avec la

polarité des solvants appliqués.

Les résultats ont révélé que le méthanol et le dichlorométhane produisent des valeurs
comparables et permettent une extraction optimale des caroténoides, avec des teneurs atteignant

6,65+0,13 et 6,23+0,12 mg/g de mati¢re séche respectivement, nettement supérieure a celle
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obtenue avec I’acétone 2,04+0,08 mg/g MS. Des différences trés significatives ont été
observées entre les groupes étudiés (p < 0,001 pour toutes les comparaisons.

Les teneurs en caroténoides extraites avec le dichlorométhane et le méthanol sont
proches et important par apport 1’acétone. Cette observation peut s’expliquer peut-€tre par la
nature chimique des caroténoides et la polarité des solvants. En effet, les caroténes, dépourvus
de groupements oxygénés, sont principalement solubles dans des solvants peu ou moyennement
polaires comme le dichlorométhane, tandis que les xanthophylles, plus polaires grace a la
présence de groupements hydroxyles ou époxydes, sont mieux extraites par des solvants
polaires comme le méthanol et éthanol (CHENG et al., 2019). Ainsi, si I’échantillon présente
un équilibre relatif entre caroténes et xanthophylles, ces deux solvants peuvent extraire des
quantités similaires de pigments.

En revanche, I’acétone, dont la polarité est intermédiaire, se réveéle moins performante
que le dichlorométhane ou le méthanol pour I’extraction des caroténoides, ce qui peut expliquer
la quantité mesurée plus faible. De plus, I’extraction en acétone peut entrainer une dégradation
progressive des pigments au fil du temps, potentiellement liée a une oxydation ou a d'autres
réactions chimiques. En effet, selon (LATASA et al., 2001) des pertes de caroténoides ont été
observées dans les extraits a ’acétone pure, et celles-ci ont été attribuées non pas a une

précipitation, mais a une dégradation des pigments au cours du temps.

Nous avons comparé nos résultats a ceux précédemment signalés dans les publications
antérieures pour des espéces apparentées, notamment A. taxiformis, dont les teneurs en
caroténoides sont de 1’ordre de 0,13 mg/g MS et 0,7917 mg/g MS observée chez Chondrus
crispus (Rhodophyta) lorsque 1’extraction est réalisée par le méthanol (NUNES et al., 2017).
L’extrait méthanolique obtenu dans notre étude présente une concentration plus élevée
atteignant 6,65mg/g MS, ce qui indique que notre algue est plus concentrée en caroténoides et
que ce solvant permet une extraction beaucoup plus efficace. D’autre part, selon les études de
HOSSAIN et al. (2021), a concentration la plus élevée en caroténoides a été observée dans les

extraits a 1’acétone de Gelidium pusillum provenant du Bangladesh, avec une valeur de 52,7

mg/g.

Par ailleurs, selon SHAHIDI et al., (1998), Les caroténoides dominants chez les algues
rouges sont la zéaxanthine, la lutéine et le a- et f-carotene, la teneur en a-caroténe est beaucoup

plus €levé chez les algues rouges.
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Dans cette étude, la chlorophylle a été déterminée aussi selon le protocole de
LICHTENTHALER et WELBURN (1983). Les résultats révelent que le méthanol permet
d’extraire une quantité plus élevée de chlorophylle a comparé aux deux autres solvants la valeur
est 7,91+ 0,16mg/g MS. suivi par le dichlorométhane avec la valeur 5,26+ 0,06 mg/g MS et
I’acétone avec la valeur 2,61+ 0,09mg/g MS.

Ce résultat semble contredire 1’étude de MURADOR et al. (2021), qui signale que les
chlorophylles sont des composés lipophiles, insolubles dans les solvants polaires. En effet, dans
notre étude, le méthanol, un solvant polaire, a conduit d’extraire un teneur plus élevé de
chlorophylle a que le dichlorométhane, un solvant lipophile. Cette différence peut s’expliquer
par le fait que la chlorophylle posséde une structure amphiphile, avec une partie lipophile
(chaine phytol) et un noyau porphyrinique polaire (CALINOIU et al., 2023). La polarité du
méthanol lui permet donc de solubiliser la partie polaire et, grace a sa petite taille et sa capacité
a pénétrer les membranes cellulaires et chloroplastiques, de libérer efficacement les pigments
associés aux protéines et aux lipides des thylakoides. Ainsi, méme si la chlorophylle est
majoritairement lipophile, son noyau polaire et la capacit¢ du méthanol a traverser les
membranes cellulaires expliquent I’extraction efficace observée (KIM et al., 2020).

Par ailleurs, KIM et al. (2020) rapportent que les pigments chlorophylliens peuvent étre
extraits efficacement des matrices botaniques par des solvants organiques couvrant une large
gamme de polarités. Ils se dissolvent facilement dans des solvants lipophiles comme 1’éther de
pétrole, les alcanes, le chloroforme et, dans une moindre mesure, I’acétate d’éthyle (EtOAc),
mais également dans des alcools polaires comme le méthanol (MeOH) et 1’éthanol (EtOH).
Cette é¢tude montre également ’efficacité du dichlorométhane (DCM) pour I’extraction de la
chlorophylle, ce qui, dans notre cas, explique que ce solvant ait donné¢ une teneur comparable
a celle obtenue avec le méthanol.

Plusieurs recherches ont détecté que I’acétone peut induire une dégradation accélérée
des pigments chlorophylliens. En particulier, l'extraction en acétone peut provoquer, de
manicre artificielle, la conversion de la chlorophylle en chlorophylleide, diminuant ainsi la
quantité apparente de pigment mesurée dans I’échantillon (HU et al., 2013).

Selon CAESAR et al. (2018), les solvants traditionnellement recommandés pour
I’extraction de la chlorophylle soient I’acétone, le méthanol ou le DMSO. Toutefois, il convient
de souligner que les protocoles classiques de quantification spectrophotométrique de la
chlorophylle sont généralement développés pour des extraits a base d’acétone 80% ou de

méthanol (LICHTENTHALER, 1987). Ces solvants polaires offrent un bon équilibre entre
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efficacité d’extraction et fiabilité des mesures, permettant ainsi des comparaisons cohérentes
avec les résultats antérieurement publiés.

Ainsi, bien que le dichlorométhane puisse extraire une plus grande quantité de
chlorophylle a, les valeurs obtenues avec I’acétone ou le méthanol sont préférées pour une
analyse standardisée et fiable des pigments chlorophylliens (JORGE et al., 2024). Cohérent
avec les observations de LANFER-MARQUEZ et al., (2005), qui ont révélé que les
chlorophylles et leurs dérivés sont plus solubles et mieux extraits dans des milieux polaires.

Nos résultats sont plus élevés que ceux obtenus directement a partir de [’extrait
méthanolique des algues rouges étudiées par NUNES et al. (2017), a savoir : Asparagopsis
taxiformis (0,288 mg/g MS), Chondrus crispus (0,625 mg/g MS) et Galaxaura rugosa (0,323
mg/g MS). Cette divergence s’explique principalement par la nature méme des mesures. En
effet, les valeurs plus élevées correspondent a des extraits concentrés de pigments, obtenus
apres une étape d’extraction ciblée, ce qui permet de libérer et de concentrer la chlorophylle a
a partir de la matrice algale. Ces résultats confirment la bonne affinité des pigments
chlorophylliens pour les solvants polaires.

Selon NUNES et al. (2018), I’extraction de la chlorophylle a dans Asparagopsis
taxiformis par la méthode Soxhlet (M2) atteint 0,34 mg/g, soit environ quatre fois la valeur
obtenue par sonication et agitation (M1, 0,086 mg/g). Néanmoins, Ces données restent en deca
de celles obtenues dans cette étude.

Cette différence remarquable indique que I’extraction utilisée dans cette ¢tude est
particulierement efficace pour isoler les pigments photosynthétiques. Plusieurs facteurs
peuvent expliquer ce rendement ¢élevé, notamment I’optimisation des conditions d’extraction
(rapport solvant/matiere seche, durée et température, 1’état de fraicheur et la conservation des
échantillons, ainsi que la population spécifique ou la saison de récolte de ’algue. Ces résultats
suggerent que notre extrait constitue une source treés riche en chlorophylle a, présentant un fort
potentiel pour des applications en tant qu’antioxydant, colorant naturel ou ingrédient

nutraceutique.

I1.8. Identification des par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
(LC-MS-MS)

La chromatographie liquide associée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) a été utilisée afin de caractériser les principaux composés bioactifs trouvés dans les

extraits d 'Asparagopsis armata. Cette technique permet une identification sensible et sélective
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des métabolites secondaires, méme a faible concentration. Les composés identifiés figurent

dans le Tableau 12.

Tableau 12 : Résultats des composé€s identifiés dans les extraits acétone et méthanol par LC-

MS/MS d’4 armata

N° | Nom du composé Formule Pourcentage des composes identifies (%)

chimique

L’extrait methanolique | L’extrait Acétone

1 Myricétine. CI5H1008 65,21 61,36
2 | Oroxyline A C16H1205 0,03 0,02
3 | Quercétine-3-glucoside C21H19012 0,41 0,02
4 Tiliroside C30H26013 4,32 NP
5 | Apigénine C15H1005 0,01 NP
6 | Acide 2-méthoxybenzoique | C8H8O3 0,14 NP
7 Chrysine CI15H1004 0,01 0,02
8 Curcumine C21H2006 0,47 0,08
9 Luteoline C15H1006 0,05 0,05
10 | Acide oléanolique C30H4803 NP 0,1
11 | Oleuropéine C25H32013 432 7,59
12 | Riboflavine C27H30016 13,83 11,76
13 | Rutine C27H30016 0,05 0,12
14 | Acide sinapique C11HI1205 3,89 0,25
15 | Béta-caroténe C40H56 5,68 17,46
16 | Acide kojique C6H604 0,0004 0,01
17 | Thymol C10H140 0,03 NP
18 | Vanilline C8H803 6.57 0,82
19 | Acide caféique C9H80O4 NP 0,54
20 | Acide salicylique C7H603 1,06 NP

N P = aucun pic détecté dans la plage de la fenétre/bande ;
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L’analyse LC-MS/MS a permis d’identifier la présence de plusieurs composés
phénoliques, flavonoides, acides organiques, confirmant les résultats obtenus lors du criblage
phytochimique et des dosages quantitatifs. Parmi les composés identifiés figurent notamment
des flavonoides connus pour leur activité antioxydante, ainsi que des composés spécifiques aux

algues rouges.

Il convient toutefois de souligner que I’identification des composés par LC-MS/MS
repose principalement en comparant les spectres de masse aux bases de données, ce qui
correspond a une identification putative. Une confirmation structurale définitive nécessiterait

des analyses complémentaires, telles que la RMN ou I'utilisation de standards commerciaux.

Comparativement aux données de la littérature, les composés identifiés dans cette étude
sont comparables a ceux rapportés chez d’autres espeéces du genre Asparagopsis, bien que des
variations qualitatives et quantitatives puissent &tre observées en lien avec 1’origine
géographique, les conditions environnementales et les techniques d’extraction. Ces différences

pourraient expliquer les variations d’activités biologiques rapportées entre les études.

Ainsi, ’analyse LC-MS/MS apporte un éclairage essentiel sur la composition chimique de
Asparagopsis armata et renforce I’hypothése selon laquelle les activités biologiques observées

résultent d’une action synergique entre plusieurs classes de métabolites secondaires.

L’analyse a révélé I’existence de divers métabolites secondaires. 34 composés ont été
détectés via LC-MS/MS, et 20 ont été confirmés par comparaison avec un standard de
référence. Les résultats de cette analyse révelent la présence de myricétine, Oroxyline A,
Quercétine-3-glucoside, Chrysine, Curcumine, Lutéoline, Oleuropéine, Riboflavine, Rutine,
Acide sinapique, béta-caroténe, acide kojique, vaniline, acide oléanolique, acide caféique,
Tiliroside, Apigénine, acide 2-mythoxybenzoique, thymol et acide salicylique.

Selon JANUARIO et al., (2024), les algues rouges, en particulier Asparagopsis armata,
sont reconnues pour leur production diversifiée de métabolites secondaires, tels que des
composés halogénés, des terpénoides, des caroténoides, des alcaloides et des composés
phénoliques. Ces substances jouent un role clé dans les stratégies de défense de 1’algue contre
les pathogénes et les prédateurs.

D’aprés MACHEIX et al., (2005), Les principaux composés phénoliques incluent les
acides phénoliques (comme [’acide gallique, 1’acide caféique, I’acide folique, I’acide

ascorbique, etc.), les phénols simples, les flavonoides et les tanins.
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L’analyse des composés identifiés révele une grande diversité structurale et
fonctionnelle. Une majorité d'entre eux appartient a la famille des flavonoides, des polyphénols
connus pour leurs activités antioxydantes, antimicrobiennes. Comme la quercétine-3-glucoside,
la lutéoline, I’apigénine, la chrysine, la tiliroside, I’oroyxiline A, la myricétine et la rutine, tous
largement étudiés pour leurs activités biologiques (MIEAN et MOHAMED, 2001 ; OZCAN et
al., 2020). Plusieurs études ont mis en évidence que les algues constituent une source
significative de flavonoides, en particulier de catéchines. Des composés tels que la rutine, la
quercétine et 1’hespéridine ont été¢ identifiés dans différentes espéces appartenant aux
Chlorophyta, aux Rhodophyta et aux Phaeophyceae (SANTOS et al., 2019). Parmi les
composés identifiés aussi, 1’acide caféique et 1’acide sinapique sont des dérivés de 1’acide
cinnamique (acides hydroxycinnamiques), tandis que 1’acide salicylique et 1’acide 2-
méthoxybenzoique appartiennent a la famille des acides benzoiques. L acide oléanolique, quant
a lui, est un triterpéne pentacyclique a activité biologique reconnue (SILVA et al., 2023). A
cela s’ajoutent des composés aromatiques phénoliques comme la vanilline et ’acide kojique,
les deux composés sont largement utilisés pour leurs propriétés antioxydantes et
dépigmentantes (CABANES et al., 1994 ; ARYA et al., 2021). Des métabolites lipophiles tels
que le béta-caroténe (un caroténoide), le thymol (un monoterpéne phénolique) et la curcumine
(un diarylheptanoide). Enfin, des molécules telles que 1’oleuropéine, polyphénol complexe et
puissamment antioxydant, et la riboflavine (vitamine B2), bien que n’appartenant pas
strictement aux polyphénols, contribuent également au potentiel bioactif de I’extrait par leurs
effets antioxydants (OLFAT et al.,2022).

L’analyse comparative par LC-MS-MS des extraits d’Asparagopsis armata obtenus
avec l’acétone et le méthanol a révélé des différences notables dans le profil métabolique
dépendant de la polarité du solvant.

L’extrait méthanolique est caractérisé par une forte dominance de la myricétine (65,21 %),
suggérant une affinité élevée de ce flavonoide pour les solvants hautement polaires. Cette
observation est cohérente avec la structure chimique de la myricétine, riche en groupements
hydroxyles, favorisant sa solubilité¢ dans les solvants polaires comme le méthanol (PANCHE
et al., 2016). La riboflavine (13,83 %) représente le second composé majoritaire, ce qui
s’explique par son caractere hydrosoluble. Le béta-caroténe est présent a (5,68 %), traduisant
la faible affinité du méthanol pour les composés lipophiles (SAINI & KEUM, 2018). D’autres
composés phénoliques contribuent de maniere notable a la composition de 1’extrait, notamment

I’oléuropéine (4,32 %), le tiliroside (4,20 %) et ’acide sinapique (3,89 %). Les composés
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minoritaires, tels que I’acide salicylique (1,06 %), la vanilline (0,61 %), la curcumine (0,47 %),
la quercétine-3-glucoside (0,41 %) sont détectés a de faibles proportions.

L’extrait acétonique présente également une forte proportion de myricétine (61,36 %),
bien que légerement inférieure a celle observée dans 1’extrait méthanolique. En revanche, une
augmentation marquée du béta-carotene (17,46 %) est observée, confirmant la meilleure
capacit¢ de I’acétone a extraire les composés lipophiles. Bien que le dosage
spectrophotométrique des caroténoides totaux ait montré une teneur plus élevée dans I’extrait
méthanolique, I’analyse par LC-MS a montré une abondance relative plus importante du f3-
caroténe dans I’extrait acétonique. Cette différence s’explique par la nature non spécifique du
dosage global, qui intégre divers pigments et caroténoides plus polaires préférentiellement
extraits par le méthanol, tandis que la LC-MS permet une identification ciblée des composés
individuels. L’acétone, solvant de polarité intermédiaire, favorise 1’extraction de caroténoides
hautement lipophiles tels que le B-caroténe, expliquant ainsi sa concentration plus élevée dans
cet extrait. Ces résultats mettent en évidence la complémentarité des approches analytiques et
soulignent que la teneur totale en caroténoides ne refléte pas nécessairement la distribution
qualitative des différents caroténoides présents. Par ailleurs, la riboflavine (11,76 %) et
I’oléuropéine (7,59 %) constituent également des composés majeurs de 1’extrait. Les autres
métabolites détectés, tels que la rutine (0,12 %), la vanilline (0,82 %), I’acide caféique (0,54
%), I’acide sinapique (0,25 %) et I’acide oléanolique (0,10 %), sont présents a des pourcentages
faibles mais participent a la diversité chimique de I’extrait.

Dans I’ensemble, ces résultats indiquent que le méthanol favorise I’extraction des
composés phénoliques polaires, tandis que I’acétone améliore 1’extraction des métabolites
moins polaires, notamment le béta-caroteéne, dont la proportion passe de 5,68 % dans I’extrait

méthanolique a 17,46 % dans I’extrait acétonique.

L’absence de détection des composés halogénés pourrait étre attribuée a 1’absence de
standards de référence halogénés dans la bibliotheque analytique, ce qui empéche leur
identification et leur confirmation grace a I’analyse comparative des temps de rétention et des
transitions caractéristiques en LC-MS/MS.

En comparaison avec d’autres études, les résultats générés dans cette recherche
montrent une concordance partielle avec ceux décrits par EBRAHIMI et al. (2025). Ces auteurs
ont identifié, a 1’aide de la technique LC-ESI-QTOF, la présence de plusieurs composés
phénoliques dans I’extrait méthanolique de Asparagopsis armata, comme 1’acide caféique,

I’acide gallique, le 3-sulfate d’acide isoferulique, I’acide rosmarinique, [’acide 5-
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féruloylquinique, D’acide férulique 4-O-glucuronide, I’acide cinnamique, 1’acide m-
coumarique, ainsi que des acides hydroxyphénylpropanoiques, tels que le 5-(3-méthoxy-4-
hydroxyphényle) -y-valérolactone.

Une autre analyse par PARCHEMIN et al. (2023) ont constaté la présence de différentes
molécules halogénées, y compris des molécules halogénées d’acide dibromoacétique, de la
furanone polyhalogénée et des acides phénoliques bromés (cinnamiques), ainsi que certaines
molécules de soufre telles que la taurine et les sulfolipides, acide iséthionique.

Selon I’étude de JANUARIO et al. (2024), la caractérisation LC-MS de 1’algue a permis
d’identifier une grande diversité de composés bioactifs, comprenant notamment des composés
halogénés (en particulier bromés), des acides gras libres, des lipides glycérolés et des
métabolites glycosylés. La présence fréquente de phosphatidylglycérols (PGs), d’acides
phosphatidiques (AP) et de phosphatidylinositols (PIs) a également été rapportée. Par ailleurs,
plusieurs composés phénoliques ont été détectés, en particulier des flavonoides. Récemment,
la chromatographie liquide—spectrométrie de masse haute résolution a été réalisée, permettant
la description de nouvelles molécules halogénées (THAPA et al., 2020 ; PINTO et al., 2022)

De plus, selon PINTO et al. (2022), l'extrait aqueux d’Asparagopsis armata est
particulierement riche en composés phénoliques bromés, d’apres un examen qualitatif réalisé
par UHPLC-MS. Par ailleurs, le squelette de I’acide cinnamique y constitue une structure
centrale remarquable. L ’analyse par GC-MS de I’extrait dichlorométhane de la méme espece a
permis de quantifier et d’identifier vingt-cinq composés, parmi les plus abondants étaient les
acides gras et les composés halogénés, étant I’acide palmitique et le 1,4-dibromobuten-1-ol
deux composés les plus abondants détectés, 1’acide myristique, la famille des acides gras
insaturés. Le profilage GC-MS ciblé a indiqué la détection de niveaux élevés d’halométhanes
dans A. taxiformis, y compris le bromoforme, le dibromométhane et le dibromochlorométhane
(NORSKOV et al., 2022).

Les différences observées entre les profils chimiques, y compris celles relevées dans
notre étude, peuvent €tre attribuées a des variations liées aux conditions d’extraction, a la
polarité du solvant, a I’origine géographique des échantillons, ainsi qu’a la sensibilité et au type

de technique analytique utilisée.

I1.5. Résultats de ’activité antioxydante

I1.5.1. Résultats du pouvoir antioxydant du radical libre DPPH
L’activité antioxydante des extraits d’Asparagopsis armata a été mesurée par le test de

piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), méthode largement utilisée

86



Chapitre 11 : Résultats et discussion

pour estimer la capacité antiradicalaire des extraits naturels. Les résultats sont présentés sous

forme de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration (Figure 27) et par les valeurs

d’ICso récapitulées dans le Tableau 13.
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Figure 27 : Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des extraits

et des antioxydants standards

Tableau 13 : Valeurs ICso des extraits de 1’algue rouge Asparagopsis armata et des
antioxydants standard

Les extraits et les antioxydants de ICso(mg/mL)
référence

Dichlorométhane 1,82+ 0,04
Méthanol 1,91+ 0.068

Acétone 0,44 £0,071
Vitamine C 0,33+ 0,028

Vitamine E 0.012+ 0.006

Trolox 0.0092+ 0.001

Les résultats révelent que I’ensemble des extraits testés indique une activité antioxydante
dépendante de la concentration, caractérisée par une augmentation progressive du pourcentage
d’inhibition du radical DPPH avec 1’augmentation de la concentration des extraits. Parmi les

extraits étudiés, 1’extrait acétonique a révelé la plus forte activité antiradicalaire, suivi de
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I’extrait dichlorométhanique, par contre 1’extrait méthanolique a présenté 1’activité la plus

faible.

Les valeurs d’ICso confirment cette tendance, 1’extrait a I’acétone présentant la valeur
la plus réduit (ICso = 0,44+0,071mg/mL), traduisant une meilleure capacité a neutraliser les
radicaux libres. Toutefois, Cette performance est proche de celle de la vitamine C, qui a atteint
environ 60% d’inhibition a la méme concentration (ICso = 0,33 + 0,028mg/mL). Ce qui est
attendu pour des extraits bruts contenant un mélange complexe de composés bioactifs. Une
différence significative a été observée entre les valeurs d’ICso des extraits (p < 0,05), suggérant

que I’activité antioxydante dépend de la nature de 1’extrait.

En revanche, I’extrait de méthanol et de dichlorométhane ont enregistré une activité peu
importante, avec des niveaux d’inhibition inférieurs a 40%, méme aux concentrations les plus
¢levées testées 1,2mg/mL et 1,5mg/mL les ICso des deux extraits sont 1,91+ 0,068mg/mL et
1,82+ 0,04mg/mL respectivement, reflétant une activité antioxydante limitée. Cependant, cette
activité est restée inférieure a celle observée pour les normes de référence, le vitamine E (IC50
=0,012+ 0,006 mg/ mL) et le Trolox (IC50 = 0,0092+ 0,001mg/mL), qui ont tous deux obtenu

une inhibition de 100 % a des concentrations beaucoup plus faibles.

Des résultats concordants ont été décrits pour d’autres algues rouges, ou les extraits
riches en polyphénols présentent une activité antioxydante significative par le test DPPH (BEN
SAAD etal., 2016 ; HENTATI et al., 2020). Les variations observées entre les extraits peuvent
étre attribuées non seulement a la teneur en composés phénoliques, mais aussi a la présence

d’autres métabolites antioxydants comme les caroténoides et certains composés halogénés.

L’enrichissement de I’extrait acétonique en composés phénoliques et flavonoides, mis
en évidence par les dosages quantitatifs, constitue le principal facteur expliquant sa forte
activité antioxydante estimée par le test DPPH. Ces composés possedent la propriété de céder
des ¢électrons ou des atomes d’hydrogene, permettant ainsi la neutralisation des radicaux libres
et I’arrét des réactions d’oxydation en chaine (WIJESEKARA et al., 2010). Malgré une teneur
comparable en myricétine entre les extraits acétonique et méthanolique, 1’activité antioxydante
demeure plus élevée dans ’extrait acétonique, suggérant I’intervention d’autres métabolites
bioactifs comme Oleuropéine et ribovlavine. En effet, I’extraction par 1’acétone favorise
¢galement la présence de composés moins polaires, tels que le béta-caroténe et certains
métabolites lipophiles, ainsi que de composés minoritaires hautement réactifs comme 1’acide

caféique et ’acide oléanolique. Possédent une importante réactivité vis-a-vis des radicaux
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libres et peuvent contribuer de maniere significative a I’activité antioxydante globale, malgré
leurs faibles proportions (RICE-EVANS et al., 1996 ; KIKUZAKI et al., 2002 ; POLLIER &
GOOSSENS, 2012). L’association de ces composés de polarités variées pourrait engendrer un
effet synergique, contribuant de manicre significative a 1’activité antioxydante globale de

I’extrait acétonique.

L’analyse de corrélation de Pearson a indiqué une corrélation modérée a forte entre la
teneur en composés phénoliques totaux et I’activité antioxydante (r = 0,683 ; R* = 0,466), mais
non statistiquement significative (p = 0,062), indiquant que ces composés ne suffisent pas a eux
seuls a expliquer la variabilit¢ de 1’ICso, tandis qu’une corrélation forte et hautement
significative a été observée entre la teneur en flavonoides totaux et I’'ICso (r = 0,887 ; R2= 0,786
; p = 0,0033), suggérant que les flavonoides représentent les principaux contributeurs a
’activité antioxydante des extraits, en cohérence avec la forte activité observée pour I’extrait

acétonique et I’hypothése d’un effet synergique avec d’autres métabolites bioactifs.

Selon (MISHRA et al., 2012), La plus grande activité de piégeage des radicaux DPPH
des extraits d’algues reflete leur capacité accrue a fournir des atomes d’hydrogene.

Les résultats obtenus au cours de nos travaux confirment que 1’activité antioxydante des
extraits d’Asparagopsis varie selon ’espéce, le site de collecte et le solvant utilisé.
Comparativement aux travaux précédents, HMANI et al. (2020) ont publié une activité plus
¢élevée pour D’extrait méthanolique d’Asparagopsis armata collecté sur la cote tunisienne,
contrairement aux résultats de la présente étude, ou I’extrait méthanolique a révélé une activité
inférieure a celle des autres extraits analysés. D’autre part, nos résultats se situent dans le méme
intervalle que ceux de ZUBIA et al. (2009), qui ont démontré que 24 especes de macroalgues
rouges récoltées sur les cotes de Bretagne présentent des valeurs d’ICso au test DPPH variant
entre 0,14 et 29,72 mg/mL. Parmi ces extraits, celui d’Asparagopsis armata, obtenu par
extraction combinée dichlorométhane—méthanol (1:1), a mentionné une activité modérée avec
une valeur d’ICso de 6,25 mg/mL. De méme, RHIMOU et al. (2013) ont trouvé un ICso de 0,862
mg/mL de I’extrait méthanolique d’4. armata. Ces résultats restent néanmoins nettement
inférieurs a ceux obtenus avec les standards antioxydants utilisés comme témoins positifs. Par
ailleur, I’activité antioxydante des extraits de A. taxiformis, déterminée par le test DPPH, variait
également selon le solvant utilisé. Les extraits éthanoliques ont montré une activité

particulierement ¢levée, tandis que les extraits méthanoliques présentaient une activité variable
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(NUNES et al., 2017). Ces différences peuvent s’expliquer par la variabilité¢ de solvant, les
conditions de collecte, ainsi que les méthodes d’extraction et de mesure.

Bien que les composés phénoliques puissent étre des composés antioxydants
principaux dans de nombreuses plantes pour une partie d’un mécanisme complexe de défense
contre un large éventail de contraintes, et donc s’accumulent en réponse a ces contraintes
(DIXON et PALVA, 1995). Inversement, plusieurs études portant sur diverses especes d’algues
ont montré que 1’activité antioxydante n’est pas obligatoirement en relation avec la quantité de
composés phénoliques (TAKAICHI., 2011)

Plusieurs études consacrées a la corrélation entre la structure chimique des composés
phénoliques et leur capacité de piégeage des radicaux libres ont mis en évidence que I’activité
antiradicalaire est étroitement liée au nombre, & la position et a la nature des substituants
présents sur les cycles B et C (groupes hydroxyles, glycosylés), ainsi qu’au degré de
polymérisation (CHEN et al., 1996 ; AMAROWICZ et al., 2000). Egalement de plusieurs
recherches ont demontré une corrélation entre la structure chimique des flavonoides et leur
activité antioxydante. Le piégeage des radicaux libres par les flavonoides est lié a leur structure,
les flavonoides a haute activité sont caractérisés par I’existence de groupes 3' 4' dihydroxy dans
le cycle B et/ou d’un groupe 3' OH dans le cycle C (KUMAR et al., 2013 ; CHAN et al., 2015
; CSEPREGI et al., 2016).

Une comparaison a également été réalisée entre les teneurs en caroténoides et en
chlorophylles et les 1Cso du test DPPH pour chacun des extraits, comme illustré par

I’histogramme ci-dessous.
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Figure 28 : Comparaison entre la teneur en caroténoides, la teneur en chlorophylle et

les valeurs d’ICso obtenues par le test DPPH
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L’histogramme illustre que I’extrait acétonique affiche les teneurs les plus faibles en
caroténoides et en chlorophylle, tout en affichant la plus forte activité antioxydante selon le test
DPPH. A linverse, les extraits dichlorométhane et méthanol, plus riches en pigments,
présentent une activité antioxydante moindre. Cette observation suggere que d’autres composés
bioactifs, notamment les flavonoides, interviennent dans I’activité antioxydante.

Néanmoins, I’analyse de corrélation de Pearson réalisée sur I’ensemble des extraits
indique une association trés forte entre la teneur en caroténoides et I’activité antioxydante (r =
0,997 ; R2=0,993 ; p <0,001), ainsi qu’une corrélation significative pour la chlorophylle (r =
0,878 ; R* = 0,771 ; p < 0,001). Ces résultats montrent que, globalement, les pigments
contribuent de maniére importante a 1’activité antioxydante, bien que certaines exceptions,
comme 1’extrait acétonique, suggerent I’influence d’autres composés bioactifs ou 1’effet
synergique entre plusieur composes. Le faible teneur en pigments dans ’extrait acétonique
n’empéche toutefois pas ce dernier de conserver une activité élevée. L’efficacité antioxydante
des caroténoides est influencé non seulement par leur concentration, mais aussi de leur nature
chimique, de leur structure et de leur stabilit¢ (GONZALEZ-PENA al., 2023). Ces pigments
liposolubles, tels que le B-caroténe, 1’a-caroténe, la zéaxanthine et la lutéine, présents dans les
algues rouges, exercent leur activité via le piégeage des radicaux libres et la défense des cellules
contre le stress oxydatif (ZITOUNI, 2015).

D’autre part, plusieurs recherches ont réveélé que les composés antioxydants contenus
dans un mélange susceptibles d’interagir de fagon synergique ou antagoniste, affectant ainsi
’activité antioxydante globale mesurée. WANG et al. (2011) ont démontré que des mélanges
alimentaires peuvent présenter des effets antagonistes, ou 1’activité antioxydante totale est
diminuée par I’interaction de certains composants ; ce phénomene est pertinent pour expliquer

les variations observées entre teneur en métabolites et activité antiradicalaire globale.

I1.5.2. Pouvoir antioxydant réducteur d’ions ferreux FRAP

Le dosage FRAP (pouvoir antioxydant réducteur d’ions ferreux) s’appuie sur un
mécanisme de transfert a un seul électron, mais il est particulierement indiqué pour déterminer
la capacité antioxydante des échantillons biologiques (BENZIE et STRAIN, 1997).

Il sert a déterminer la capacité d’une molécule antioxydante a réduire I’ion ferrique a
pH faible, formant un complexe bleu de Tripyridltriazine ferrique (Fe3+-TPTZ) qui est réduit
en ion ferreux (Fe2+) (SINGLETON et al., 1999). Dans ce test, I’activité antioxydante de nos

extraits a été exprimée en équivalents d’acide ascorbique (Annexe), selon le parameétre
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VCEAC (Vitamin C Equivalent Antioxidant Capacity). Le tableau 14 presente les résultats du

test du pouvoir réducteur.

Tableau 14 : Valeurs de capacité antioxydante (VCEAC) déterminées par le test FRAP

Les extraits et les antioxydants de Capacité antioxydante mg
référence VCEAC/g, FRAP
Dichlorométhane 0,184+0,054
Méthanol 0,182+0,003
Acétone 0,027+0.003
Trolox 0,190+0,001
Vitamine E 0,206+0,021

A partir le tableau les extraits au méthanol et au dichlorométhane présentent les plus
fortes capacités réductrices (0,184+0,054 et 0,182+0,003 mg VCEAC/g) respectivement,
comparables a celles du Trolox (0,190+0,001 mg VCEAC/g) et de la vitamine E (0,206+0,021
mg VCEAC/g), ces résultats s’expliquent par la présence, dans les extraits méthanolique et
dichlorométhanique, de molécules dotées d un potentiel réducteur plus €élevé, capables de céder
des électrons. Par contre I’extrait acétonique, quant a lui, indique ’activité la plus faible
(0,027+0.003 mg VCEAC/g). L’analyse statistique a confirmé la significativité de ces résultats,
avec une différence hautement significative (p < 0,001) entre les extraits.

Selon les études NEETHU et al., (2017). L’activité antioxydante réductrice des extraits
de Asparagopsis taxiformis, évaluée par le test FRAP, a montré que I’extrait au chloroforme
présentait la valeur la plus élevée (67,19 %), suivi de 1’extrait méthanolique (65,63 %). Le
controle positif, la vitamine C, a affiché 73,44 %, indiquant une capacité réductrice supérieure.

Selon (BOUSSOUSSA et al., 2014), la complexité chimique des extraits, souvent un
mélange de plusieurs composés ayant différents groupes fonctionnels, polarités et
comportements chimiques, pourrait donner des résultats différents selon le test utilisé.

La comparaison entre ’activité antioxydante et la teneur en phénols totaux et
flavonoides montre qu’ils ne varient pas toujours dans le méme sens pour tous les extraits. En
effet, I’extrait acétonique, bien que le plus riche en phénols totaux et flavonoides dans le dosage
quantitatif, ne présente pas la valeur la plus élevée d’activité antioxydante. A I’inverse, I’ extrait
méthanolique, malgré sa faible proportion de phénols totaux et de flavonoides, affiche une

activité antioxydante notable, comparable a celle des antioxydants de référence. Cette efficacité
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de I’extrait méthanolique dans le test FRAP s’explique par sa forte teneur en flavonoides
hydrophiles, notamment la myricétine (65,21 %) et la quercétine-3-glucoside (0,41 %),
principaux contributeurs a la capacité de réduction ferrique. L’ existence de groupes hydroxyles
sur les cycles aromatiques des flavonoides favorise le transfert d’électrons et la réduction du
Fe** en Fe*'. De plus, la structure chimique spécifique des flavonoides joue un role clé : la
présence d’un o-dihydroxy dans le cycle B, ainsi que du groupe 3-hydroxy et de la double
liaison 2,3 dans le cycle C, contribue fortement & leur activité antioxydante, comme 1’ont
montré GUO et al. (2005). En outre, I’extrait dichlorométhane (DCM) a présenté une activité
FRAP comparable a celle de I’extrait méthanolique. Cette observation suggere que des
composés liposolubles présents dans I’algue, tels que certains caroténoides ou phénols
modérément polaires, peuvent contribuer de manicre significative a la capacité de réduction
ferrique, indiquant que I’activité antioxydante globale est influencé par les composés

hydrophiles et liposolubles.

L’analyse de corrélation a montré que la concentration en composés phénoliques totaux
est modérément corrélée a 1’activité antioxydante mesurée par le test FRAP (r = 0,674 ; p <
0,001), par contre la teneur en flavonoides totaux révele une corrélation trés forte avec le FRAP
(r=0,876 ; R = 0,768 ; p < 0,001). Ces résultats confirment que les flavonoides sont des
contributeurs majeurs a la capacité de réduction ferrique. Cependant, certains extraits riches en
phénols ou flavonoides n’affichent pas nécessairement la plus haute activité FRAP, ce qui
indique que la capacité antioxydante n’est pas seulement li¢ par la quantité, mais aussi de la
nature chimique, de la structure et de la présence éventuelle d’autres composés pouvant
potentialiser ou inhiber la réaction. Ainsi, la qualité et le type de flavonoides et phénols
semblent jouer un role déterminant dans I’efficacité antioxydante observée.

Selon BIRBEN et al., (2012), la structure chimique et la polarité des antioxydants
conditionnent leur capacité a favoriser 1’élimination des radicaux libres par I’organisme. Par
ailleurs, des effets synergiques ou antagonistes ont ét¢ mis en évidence dans des systémes
contenant plusieurs composés fonctionnels dotés d’une activité antiradicalaire.

En comparaison avec les deux tests. L’extrait acétonique a révélé un potentiel élevé de
piégeage des radicaux, tel que déterminé par le test DPPH, contraste fortement avec sa faible
capacité de réduction ferrique observée dans le test FRAP (TPTZ). Cette divergence pourrait
s'expliquer par la différence des mécanismes d’action distincts impliqués dans ces différents
essais : alors que le DPPH évalue a la fois le transfert d’électrons et d’atomes d’hydrogéne,

dans le test FRAP, I’activité antioxydante mesurée refléte la capacité des composés a transférer
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des ¢€lectrons pour réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe**) (GOIRIS et al., 2012). Par
conséquent, les composés extraits par 1’acétone semblent étre des piégeurs de radicaux
efficaces mais montrent une capacité limitée de réduction ferrique. Cela suggere la présence
d’antioxydants qui sont efficaces pour neutraliser les radicaux libres sans participer a de
manicre significative a la réduction des ions ferriques (HUANG et al., 2005).

Un grand nombre de recherches concernant diverses espéces d'algues ont constaté que
l'activité antioxydante ne correspond pas obligatoirement au niveau de composés phénoliques
trouvés dans les extraits d’algues, laissant supposer 1'existence d'autres ¢léments comme les
pigments (chlorophylle et caroténoides) (INDRIATMOKO et al., 2015).

Par conséquent, 1’histogramme au-dessous représente la comparaison entre les teneurs

de caroténoides et le chlorophylles et 1’activité antioxydante par le test FRAP.
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Figure 29 : Teneurs en caroténoides et chlorophylles et leur capacité antioxydante
exprimée en équivalents d’acide ascorbique (VCEAC)

D’apres I’histogramme (Figure 29), les extraits dichlorométhane et méthanol possedent
les concentrations les plus €élevées en caroténoides et en chlorophylle, présentent une activité
antioxydante plus élevée est similaire, A 1’inverse, 1’extrait acétonique indique les teneurs les
plus réduits en caroténoides et en chlorophylle et affiche le capacité antioxydante par le FRAP
la plus faible.

Selon WANG et al., (2009), Les caroténoides sont de puissants antioxydants capables
de neutraliser les radicaux libres. De plus, ils regroupent divers pigments qui, en association
avec la chlorophylle, déterminent la couleur des algues tout en exercant une forte activité
antioxydante. Les principaux caroténoides des algues rouges sont 1’ a-caroténe et le f-caroténe

ainsi que leurs dérivés, notamment la zéaxanthine et la lutéine (DAWCZYNSKI et al., 2007 ;
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MORALIS et al., 2020). Egalement, selon GONZALEZ-PENA et al., (2023), les caroténoides
tels que I’a-caroténe, le B-caroténe, le B-cryptoxanthine, le lycopéne, la lutéine et la zéaxanthine
possedent de fortes propriétés antioxydantes, leur permettant de piéger efficacement les especes
réactives de 1’oxygene et les radicaux libres. D’autre part, les chlorophylles jouent un role tres
important. Au-dela de leurs réles photosynthétiques, les chlorophylles affichent une activité
antioxydante notable, notamment par leur capacité a piéger les radicaux libres et a inhiber les
réactions d’oxydation lipidique, ce qui leur confére un intérét biologique et industriel croissant.
Cette propriété est particulierement marquée chez certains dérivés oxydés de la chlorophylle,
tels que la chlorophylline ou les phéophytines, qui se forment naturellement ou lors de
I’extraction (LANFER-MARQUEZ et al., 2005).

L’analyse de corrélation met en évidence une corrélation extrémement forte entre la
teneur en caroténoides et I’activit¢ FRAP (r=10,99 ; R?=0,99 ; p <0,001), confirmant que ces
composés ont une fonction importante dans la capacité antioxydante des extraits grace a leur
efficacité a piéger les radicaux libres et a réduire partiellement les ions ferriques. De méme,
I’analyse de la relation entre la teneur en chlorophylle et 1’activité FRAP a révélé une
corrélation forte (r = 0,86 ; R>=0,74). La p-value obtenue (p = 0,0056) confirme que cet effet
est statistiquement significatif, bien qu’un peu moins marqué que celui observé pour les
caroténoides.

Le test FRAP évalue la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique (Fe**) en fer
ferreux (Fe**) via un mécanisme basé sur le transfert d’électrons. Il est principalement sensible
aux composés capables de transférer efficacement un électron au complexe fer-TPTZ. Les
polyphénols sont bien connus pour leur forte capacité réductrice dans ce contexte et constituent
donc les principaux contributeurs a ’activité mesurée par le FRAP. La chlorophylle peut
également contribuer de maniere significative a cette activité antioxydante, en raison de sa
capacité¢ a réduire les ions ferriques, favorisée par sa structure comportant des groupes
hydroxyles et des doubles liaisons donnant des électrons, comme ’ont montré des fractions
enrichies en chlorophylle présentant une forte activit¢ FRAP (OLUWAGUNWA et a/., 2024).

Les caroténoides, bien qu’ils puissent présenter une certaine activité dans ce test,
agissent généralement selon d’autres mécanismes antioxydants, tels que la désactivation de
I’oxygéne singulet ou le piégeage de radicaux libres par transfert d’hydrogéne. Néanmoins,
certaines ¢tudes indiquent que certains caroténoides polaires, comme la lutéine et la
zéaxanthine, peuvent contribuer a la réduction du fer, grace a leur meilleure solubilité dans le
milieu aqueux du test FRAP (MUELLER et al., 2011). Ainsi, I’activité antioxydante observée

au test FRAP refléte principalement la présence de polyphénols et de chlorophylle, avec une
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contribution moindre mais non négligeable des caroténoides (PRIOR et al., 2005 ; MARTINEZ
& BARBOSA, 2008).

Globalement selon le littérateur, ’activité antioxydante de 1’extrait d’algue eut
s’expliquer par la présence de composés phénoliques (phloroglucinol, phlorotannins et
fucoxanthine), de vitamines (A, C et B), d’acides gras polyinsaturés, de polysaccharides
sulfatés, et de caroténoides (CARDOZO et al., 2007 ; GANESAN et al., 2008 ; GUPTA et
ABU-GHANNAM, 2011 ; MANIVANNAN et al., 2012 ; ANDRADE et al., 2013 ; FARVIN
et JACOBSEN, 2013).

La présence de composés halogénés peut effectivement contribuer positivement a
I’activité antioxydante mesurée par les tests DPPH ou FRAP certains dérivés halogénés
présents dans cette espéce montrent une réactivité antioxydante mesurable (PINTEUS et al.,
2018), en particulier lorsqu’ils sont associés a des structures aromatiques ou phénoliques, ce
qui renforce leur capacité a piéger les radicaux libres ou a réduire les ions métalliques
(GRIBBLE, 2015). L’Asparagopsis armata, est connue pour sa production naturelle de
métabolites secondaires halogénés, plusieurs recherches ont suggéré que ces composés
pourraient participer aux mécanismes de défense antioxydante. Comme I’étude de KLADI et
al. (2004) qui a prouvé la présence de composés volatils halogénés (C1-C10) chez les especes
d’Asparagopsis. Egalement, MARSHALL et al. (2003) ont identifié un halocarbure volatil
produit par 4. taxiformis et A. armata échantillonné dans diverses régions avec une séparation
géographique significative. Parmi les composés détectés, on compte le dibromométhane, le
bromoforme, le tribromoéthyléne, le 1,2-dibromoéthyléne et le dibromochlorométhane, qui ont
été caractérisés comme des métabolites algaux. Selon HUTCHINGS et al. (2024), parmi les
algues rouges, A. armata et A. taxiformis sont remarquables pour leur capacité a produire un
large spectre de molécules bioactives, en particulier des métabolites bromés. Selon POPOVICI
(2009), le potentiel antioxydant ainsi que la cinétique de réduction sont influencés par divers
facteurs, spécifiquement les conditions de réaction (temps, nature de 1’antioxydant, type de
solvant, pH) ainsi que le profil phénolique. D’autres composants fonctionnels sont efficaces
comme les acides gras polyinsaturés, les caroténoides et les polysaccharides susceptibles de
jouer un rdle significatif crucial dans 1’activité antiradicalaire (CHEN, 1996).

Egalement, ces résultats suggérent que 1efficacité antioxydante n’est pas seulement liée
a la quantité totale de composés présents, mais aussi de leur nature chimique, de leur structure
et des interactions synergiques ou antagonistes entre eux. Ainsi, la qualité et le profil
moléculaire des constituants jouent un rdle clé dans la performance antioxydante des extraits

étudiés (STUNDA-ZUJEVA etal., 2023). Selon STENGEL et al., (2011), Les différences dans
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la capacité antioxydante des extraits sont liées a la complexité de leur composition, ce qui a un

impact sur leurs bioactivités. De plus, des effets synergiques entre les composé€s présents

peuvent également se manifester, entrainant une amplification des propriétés antioxydantes.

I1.6. Résultats de ’activité antibactérienne

I1.6.1. Activité antibactérienne par la méthode de diffusion par disque

La sensibilité des microorganismes vis-a-vis des extraits d 'Asparagopsis armata a été

estimée par la méthode de diffusion sur gélose par disque. Le tableau ci-dessous présente les

diameétres (en mm) des halos d’inhibition observées autour des disques imprégnés des extraits.

L’antibiogramme est effectu¢ pour évaluer la sensibilit¢ des bactéries aux différents

antibiotiques et sert comme un controle positif.

Les diamétres des halos d’inhibition sont estimés comme indiqué :

. Activité faible (résistante) : Diameétre < 10mm
. Activité moyenne (intermédiaire) : 10mm <Diametre < 15mm
. Activité forte (sensible) : Diametre > 15mm (FARID et al., 2012)

Tableau 15 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits d ’Asparagopsis armata par

méthode de diffusion par disque

Zone d’inhibition (mm)

@ Les Escherichia Klebsiella Pseudomonas Bacillus Staphylococc Bacillus Listeria
‘S| concentration coli pneumonia aeruginosa cereus us aureus Subtilis monocytogene
= S
3
1mg/mL 110 2240 100 12+0 23,33+£2,08 9+0 8+0
?% 2 mg/mL 12,11 36+2,3 110 22,5+£3,22 2340 13,66+0,57 11+0
-]
E 4 mg/mL 12,5+1,2 37+£3,5 15+0 32+2.9 38,33+£2,88 10+0 12,33+2,30
2 1mg/mL 10,2+1,41 6+0 9,33+0,5 7+0 15+0 11,5+0,7 12,33+1,30
«<
=
g 2mg/ mL 11,08+1,41 | 10.85+0.021 100 12+0 34+0 21,5+€1,94 | 22,33+1,15
=]
St
=]
S 4mg/ mL 12,5+0,70 17+0 11+0 18=+1 42+0 207,07 26+2,64
a
1mg/ mL 6+0,98 10+£0 16+0,45 7,01+0,43 10+£1,02 11+0,5 12,2+0,5
L
_«g 2mg/mL 8,96 +0,96 | 10,75+0,00 | 18,29+ 1,25 | 8,09 +0,25 | 11,43£1,73 12,60 13+0,2
£
4mg/mL 171,42 19+1,52 20+ 2,12 10,1 £0,43 16,04+0,4 15+0,66 15,60
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Controle positive

S 10 pg 10.35 6 6 6 41 6 16,33
(=W

<

” 10pg 21.075 20,5 19,65 20 27 10 11
[8a)

o

B 30 ug 10.5 6 6 6 44,55 6 /
=

<

- 30ug 21.05 17.55 6 17,99 11,09 11.55 18
z

. 25ug 6 19,09 6 6 22,13 7 6
<

n

Les résultats de ’activité antibactérienne des extraits de 4. armata, obtenus par la
méthode des disques, mettent en évidence une variation des diamétres des zones d’inhibition
comprise entre 6 et 42 mm, en fonction des souches microbiennes testées et des concentrations

de ’extrait.

La présence d’une zone claire, exempte de croissance autour du disque, indique 1’effet
inhibiteur de 1’extrait sur la souche bactérienne testée. Selon SAGDIC (2003), un extrait est
considéré comme ayant une action bactériostatique lorsque le diametre de la zone d’inhibition
dépasse 12 mm.

Selon les résultats précédents, Les activités antibactériennes sont liées a la concentration
du principe actif et les solvants lequel les composées actives sont extraites et la souche.

On remarque que les trois extraits de /’4. armata ont révélé une activité inhibitrice a
I’égard de Gram positives et négatives. Les extraits méthanolique et dichlorométhane ont
présenté les activités antibactériennes les plus importantes contre de I’ensemble des souches
testées, en particulier aux concentrations de 2 et 4 mg/mL. L’inhibition la plus marquée a été
enregistrée pour I’extrait dichlorométhane s’est détecté plus actif contre Staphylococcus
aureus, avec un diamétre de zone d’inhibition atteignant jusqu’a 42 mm a la concentration de
4 mg/mL. Ainsi, Une activité forte observe pour 1’extrait méthanolique contre le S aureus, B
cereus et K pneumonia avec la concentration 4 mg/mL, une activité remarquable a été observée
pour I’extrait acétonique a 1’égard la souche multirésistante Pseudomonas aeruginosa (Figure
30). La souche d’E. coli s’est révélée la moins sensible aux concentrations de 1 et 2 mg/mL
pour tous les extraits.

L’analyse des extraits de méthanol, acétone et dichlorométhane a montré des différences

notables dans la composition chimique et I’activité antibactérienne. L’extrait méthanolique,
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riche en myricétine (65,21 %), riboflavine et béta-caroteéne, a présenté la plus forte activité
antibactérienne, inhibant efficacement toutes les souches testées. L’extrait acétonique, bien que
contenant également de la myricétine, des caroténoides et des phénols, a montré une activité
antibactérienne légeérement inférieure au méthanol, mais notable contre Pseudomonas,
suggérant une action ciblée liée a la diversité de ses composés. L’ extrait de dichlorométhane,
riche en phénols, flavonoides et pigments, a également démontré une activité importante,
confirmant que la présence combinée de ces métabolites secondaires contribue a I’effet
antibactérien. Ces données révelent que I’efficacité des extraits est liée a la synergie entre
flavonoides, phénols et caroténoides, le méthanol apparaissant comme le solvant le plus
approprié pour obtenir un extrait aux propriétés antibactériennes globalement supérieures.

OUMASKOUR et al. (2013) ont observé que les extraits au méthanol, au
dichlorométhane-méthanol (1 :1) et au chloroforme d’A4. armata prélevé sur la cote atlantique
de Sidi Bouzid (Maroc) ont induit des d’inhibitions modérées, comprises entre 10 et 15 mm,
notamment contre Bacillus cereus et Clostridium sporogenes. L’extrait acétonique a révélé la
une activité plus élevée contre Staphylococcus aureus, caractérisée par une zone d’inhibition
supérieure a 15 mm, indiquant une sensibilit¢ marquée de cette souche. En outre, PINTEUS et
al. (2015), ont apprécié D’activité d’extraits méthanolique, n-hexane et dichlorométhane de
douze especes d’algues récoltées sur la cote portugaise contre Escherichia coli, Bacillus
subtilis. Aucun extrait a marqué d’activité contre E. coli. Toutefois, I’extrait de 4. armata a
présenté la meilleure activité contre B. subtilis.

L’extrait méthanolique d’Asparagopsis taxiformis, une espéce proche d’Asparagopsis
armata récolté sur la cOte ouest algérienne, a enregistré une activité notable contre
Staphylococcus aureus et surtout Bacillus cereus, ce qui confirme la sensibilité¢ accrue des
bactéries Gram positives aux métabolites bioactifs des algues rouges. En revanche, aucune
inhibition n’a été observée contre Klebsiella pneumoniae et de Pseudomonas aeruginosa
(SAHNOUNI et al., 2021).

Certains parametres ont un effet sur 1’activité antimicrobienne, comme la saison des
récoltes et les facteurs physico-chimiques comme la température, la lumiere, les sels minéraux
et le mouvement de I’eau (AMIMI et al., 2007 ; EL OMARI et al., 2013), ils constituent les
parametres écologiques cruciaux dans ’appréciation de la fertilité des algues et donc influent
significativement sur la présence d’un composé bioactif responsable de 1’activité biologique
(FARID et al., 2009). De plus, MACHADO et al. (2016) ont montré que le dichlorométhane
permettait une extraction plus efficace des composés d’intérét, notamment des composés

halogénés responsables de D’activité antimicrobienne, tels que le bromoforme et 1’acide
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dibromacétique (PAUL et al., 2006a), ainsi que des composés phénoliques, en particulier des
flavonoides et des caroténoides (PEREZ et al., 2016 ; PONTE et al., 2022).

Egalement, d’autres recherches ont montré que le genre Asparagopsis synthétise divers
composes naturels tels que les composés halogenes, le méthane, les cétones, les acétates et les
acrylates (GENOVESE et al., 2009). Les composés chimiques présents au niveau des algues
A. armata ayant une activité antibactérienne peuvent donc étre plus ou moins hydrophobes
comme les composés terpéniques et les lipides (MOUJAHID et al., 2004 ; SALVADOR et al.,
2007).

Extrait de méthanol 4 mg/mL
Stapkylococcus auwreus

Figure 30 : Activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique et de I’acétone testées par la
méthode de diffusion sur disque

I1.6.2. Activité antibactérienne par méthode de diffusion sur gélose en puits

L’évaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion en puits a permis
de confirmer les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur disque. Les diametres des

zones d’inhibition mesurés sont reportés dans 1’histogramme de la figure 31.

Tous les extraits indiquent une capacité d’inhibition de la multiplication bactérienne, avec des
zones d’inhibition de diameétre variables. Ces résultats confirment la puissante activité des
extraits algaux. Les zones d’inhibition obtenues par la méthode des puits sont généralement
plus larges que celles observées par la méthode des disques, ce qui peut €tre attribué a une

diffusion plus importante de 1’extrait dans le milieu gélosé.

Les diameétres des halos d’inhibition varient selon la concentration appliquée et de la
souche microbienne testée, traduisant une sensibilité différentielle des micro-organismes vis-
a-vis des extraits évalués. L’effet antibactérien observé est globalement comparable a celui
obtenu par la méthode de diffusion sur disque, confirmant ainsi la fiabilité de la technique
employée. Par ailleurs, le DMSO, utilis¢ comme solvant pour la dissolution des résidus
d’algues rouges séches, n’a montré aucun effet antibactérien sur les souches bactériennes

étudiées, ce qui indique que I’activité inhibitrice enregistrée est exclusivement attribuable aux
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composés bioactifs présents dans les extraits algaux. Cette activité semble liée a la présence de

métabolites secondaires, connus pour leur role dans 1’inhibition de la croissance microbienne.

45

40 [

35

30

25

20

15

10

5

0

Q/QQ’C’ @‘)‘j \o*o\\c) @‘)6 Qoéb oﬂ\\/b g,o\\ Q/(\é’ @‘)‘7 *OY;‘\\\ @‘;).Qo"% Oﬂ\\/b & QI(\‘&L) @‘)6 \o&\\\ @‘foo"’% o(\\ 90

& & S P L Q’o%ceq)/b‘) SUEIFN %oqo(,eq),b\)@@%
o7 o7 o7 P o7 o7 o7 7 P o7 o7 o & P
o 27 Q 9 2?7 Q ) 20 Q
N DR & DR S R

\/6‘ \}(‘
Methanol Dichloromethane Acétone

E5mg/ml B7mg/ml 4 10mg/ml

Figure 31 : Activité antibactérienne des extraits d 'Asparagopsis armata par méthode
de diffusion en puits
Le méthanol semble c’est avéré le meilleur solvant d’extraction des agents
antimicrobiens, vue que la plupart des bactéries testées ce sont montrées extrémement sensibles
en présence de cet extrait. L activité présentait une dépendance a la concentration d’extrait de
MeOH et selon les souches. Les zones d’inhibition sont maximales a concentration de 10

mg/mL surtout contre les Gram +, de 33.4mm et 38mm contre Listeria monocytogene et
Bacillus Subtilis, respectivement, 30,69 mm pour le S aureus. Une inhibition importante aussi

a été observée chez K pneumonia par une zone d’inhibition de 40,59mm.

Pour les concentrations Smg/mL et 7 mg/mL, presque les souches ont été sensibles vis-
a-vis I’extrait méthanolique, les diameétres d’inhibition sont compris entre 8,94mm et 45mm, le
diameétre le plus important a été observé pour Bacillus Subtilis puis Listeria monocytogene.

Chez les bactéries Gram - I’activité la plus élevé a été enregistré contre la Klebsiella
pneumonia dont le diametre moyenne de zone d’inhibition a été¢ de 32mm. Aussi une activité
moyenne de 12,73mm contre E. coli, la souche Pseudomonas aeruginosa a révélé une

sensibilité intermédiaire 13,99 mm.
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La concentration 10 mg/mL de D’extrait dichlorométhane a montré son maximum
activité pour les Gram+ envers la souche Listeria monocytogene (33mm) suivi par B subtilis
(32mm) et K pneumonia, tandis que les restes des souches, les zones d'inhibitions entre 16 et
21 mm, D’autre part, les concentrations 5 mg/mL et 7 mg/mL ont révélé des activités aussi
importantes vis-a-vis la plupart des souches et surtout les Gram +.

L’extrait de I’acétone a également enregistré une activité inhibitrice contre les bactéries
a Gram positif, avec des diamétres de zones d’inhibition variant de 13 mm a 24 mm, notamment
vis-a-vis de Listeria monocytogenes. Une activité antibactérienne notable a également été mise
en évidence contre des bactéries a Gram négatif, avec une inhibition optimale enregistrée chez
Pseudomonas aeruginosa, atteignant un diametre de 23 mm. Cette activité peut s’expliquer
par la présence de composés lipophiles et amphiphiles susceptibles de traverser ou de perturber
la membrane externe de cette bactérie Gram-négative. Parmi ces composés, le béta-caroteéne et
I’oléuropéine jouent un rdle majeur en s’insérant dans la bicouche lipidique, ce qui altére
I’intégrité membranaire et facilite la pénétration d’autres molécules bioactives (NAZZARO et
al., 2013). De plus, les phénols 1égeérement lipophiles, tels que la vanilline et I’acide caféique,
contribuent a augmenter la perméabilit¢é de la membrane et a induire un stress oxydatif,
renforcant ainsi 1’effet antibactérien global. Cette combinaison de caroténoides, flavonoides et
phénols explique la spécificité de 1’extrait acétonique contre Pseudomonas.

L’activité antibactérienne marquée de 1’extrait méthanolique pourrait étre due a sa
richesse en composés phénoliques, flavonoides et composés halogénés, connus pour leurs
propriétés antimicrobiennes. Ces composés peuvent agir par différents mécanismes,
notamment |’altération de I’intégrité membranaire, I’inhibition des enzymes bactériennes ou
I’altération de la synthese des acides nucléiques (DAGLIA, 2012 ; LOBIUC et al., 2023).
Cette concordance entre les deux méthodes renforce la fiabilité des résultats et suggere que
I’activité antibactérienne observée est bien liée a la composition chimique des extraits.
L’efficacité accrue de I’extrait méthanolique confirme le role prépondérant des composés

polaires dans ’activité antimicrobienne.

Nos résultats coincident avec ceux rapportés par LEE et al. (2020) qui ont souligné que
[’A. armata de Corée renferme une source puissante de composés antibactériens contre les deux
Gram. Ces résultat sont en accord également avec les travaux de FARID et al/., (2012) qui ont
prouvé que I’extrait d’A. armata possede un effet inhibiteur remarquable contre S. aureus, en
utilisant un extrait contenant une solution mixte de dichlorométhane et méthanol (V/V), ils ont

constaté que cette algue est plus active contre S. aureus par rapport a d’autres especes d’algues
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rouges, et ont également confirmé que 1’algue rouge, y compris A. armata, exhibe une forte
activité en comparant avec les algues vertes et brunes.

Par ailleurs, BANSEMIR et ses collégues (2006) ont évalué 1’activité antibactérienne
des extraits dichlorométhane, méthanol et I’eau de I’algue A. armata contre des bactéries
pathogénes pour les poissons, notamment Aeromonas hydrophila ssp. hydrophila, Aeromonas
salmonicida ssp. salmonicida, Pseudomonas anguilliseptica, Vibrio anguillarum et Yersinia
ruckeri. Les extraits dichlorométhane se sont attestés les plus puissants, tandis que les extraits
méthanoliques ont prouvé une activité modérée ; les extraits aqueux étaient généralement
inactifs.

D’autre part PAUL et al. (2006) ont illustré que les extraits de Asparagopsis armata
obtenus au dichlorométhane et au méthanol indiquaient une activité antibactérienne contre
Staphylococcus spp ; Escherichia coli ; Pseudomonas aeruginosa et Vibrio spp. L’analyse par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a révélé que le
bromoforme et 1’acide dibromoacétique étaient les composés dominants dans ces extraits.
Inversement, HMANI et al. (2021) ont signalé que les souches bactériennes pathogenes
(Pseudomonas cepacia,; Streptococcus agalactiae; Staphylococcus aureus ; Pseudomonas
fluorescens,; Aeromonas hydrophila et Enterococcus faecalis étaient tous résistants a 1’extrait
méthanolique de 4. armata collecté sur les cotes tunisiennes.

De plus, les études menées par RHIMOU et al. (2010) a indiqué que 1’extrait
méthanolique d’4 armata ne cause aucune inhibition des deux souches E. faecalis et E. coli,
mais avait un effet positif sur S. aureus. ETAHIRI et al. (2002) ont signalé que I’extrait de
méthanol d’A. armata provenant de la cote atlantique du Maroc était inactif contre S. aureus.
En outre, PINTEUS et al., (2020) ont signalé que 1’activité inhibitrice €¢levée de I’extrait d 4.
armata vers la croissance de P. aeruginosa et de S. aureus était attribuée a une rupture de la
membrane cytoplasmique et a des dommages a I’ADN. Les fractions actives majoritaires
étaient composées principalement d’acides gras et de bromoditerpénes.

Les algues rouges sont capables de produire des composes bioactives qui peuvent étre
utilisées dans le secteur pharmaceutique. La plupart de leurs composés ayant une activité
antimicrobienne sont des dérivés terpéniques (ETAHIRI et a/., 2001 ; CHAKRABORTY et al.,
2010 ; MAHIZAN et al., 2019), des composés phénoliques (Etahiri et a/., 2007 ; Daglia, 2012
; Choi et al., 2012 ; Manso et al., 2022) et des lipides (PAUL et al., 2006a).

Globalement I’appréciation de 1’activité antibactérienne par les deux méthodes (de
diffusion sur disque et de diffusion en puits) a prouvé une activité notable de I’extrait

méthanolique, suivi de I’extrait au dichlorométhane, contre les deux types de bactérie. Les
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diamétres des halos d’inhibition ont varié en fonction des concentrations utilisées, montrant
une relation dose-réponse caractéristique. L’extrait méthanolique a induit les zones d’inhibition
les plus larges, traduisant une forte efficacité antibactérienne, ainsi I’extrait au dichlorométhane
a montré une activité appréciable. En revanche, bien que 1’extrait acétonique ait globalement a
affiché une activité¢ plus modérée, il a démontré une efficacité significative spécifiquement
contre Pseudomonas aeruginosa, une souche reconnue pour sa résistance ¢levée aux agents
antimicrobiens. Ces résultats suggerent un potentiel thérapeutique différencié des extraits selon
leur composition chimique et la nature des souches ciblées, mettant en évidence leur intérét
comme source alternative de molécules bioactives face a I’émergence croissante de résistances
bactériennes.

Des discordances entre les deux méthodes ont été observées : pour certaines souches, la
méthode sur disque a fourni des zones d’inhibition supérieures a celles observées par puit, bien
que la concentration appliquée soit plus faible. Ces différences s’expliquent par la quantité
effective déposée, les profils de diffusion des composants, 1’adsorption au support et les

propriétés physico-chimiques des extraits (solubilité, viscosité, volatilité).

Staphylococcus aureus Bacillus cereus

Pseudomonas aeruginosa Listeria monocytogene Bacillus cereus

Bacillus cereus Kiebsiella pneumonia Listeria monocytogene

Figure 32 : Activité antibactérienne des trois extraits testés par la méthode de diffusion par
puit

I1.6.3. Résultats de la détermination de la CMI par dilution en milieu liquide
Afin de contourner les limitations inhérentes aux méthodes de diffusion (influence du

profil de diffusion, de la viscosité et de la solubilité des extraits), la concentration minimale
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inhibitrice (CMI) a été estimée par la méthode de dilution en milieu liquide. Cette approche
permet d’obtenir une valeur quantitative précise de 1’activité antibactérienne, indépendante des
parameétres de diffusion, et constitue la méthode standard pour comparer 1’efficacité relative
des extraits testés.

La mesure des CMI n’a été effectuée que pour les souches présentant des diametres d’inhibition
¢levés lors du test de diffusion en disque. Les resultats des CMI sont rapportées dans le tableau
16.

Tableau 16 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits obtenus par la

méthode de dilution en milieu liquide

CMI (mg/mL)

Les souches Méthanol Dichlorométhane Acétone
E coli / / 4

K. pneumoniae 1,5 4 >4

S. aureus 2 4 /

B. cereus 2 >4 >4
B.subtilis >4 2 /
L.monocytogene >4 2 /

P aeruginosa / / >4

Pour I’extrait méthanolique, Les valeurs de CMI obtenues s’étendent de 1,5 mg/mL
pour la K pneumonie et 2 mg/mL pour B. cereus et S.aureus les valeurs de CMI pour I’extrait
dichlorométhane se rangent entre 2 mg/mL (pour B. subtilis et L.monocytogene) et 4mg/ml
pour S. aureus et K pneumonie. Par contre, I’extrait acétonique a présenté une CMI supérieure
a 4 mg/mL pour la majorité des souches testées.

Les différences de la valeur CMI pourraient étre dues a la structure morphologique des
cellules bactériennes et leur composition dans les cellules. Les résultats ont également révélé
que plus la concentration de 1’extrait était élevée, plus ’effet sur I’inhibition de la croissance
bactérienne était important. De plus, les systémes d’extraction au moyen de solvants ont joué
un role important dans I’obtention d’une activité antibactérienne importante des plantes, y

compris des algues (DARAH et SHEH-HONG, 2015).
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I1.7. Résultats de ’activité antifongique
I1.7.1. Activité contre Aspergillus et Penicillium
L’¢évaluation de ’activité antifongique des extraits d’Asparagopsis armata a été réalisée sur

trois souches fongiques : Aspergillus carbonarius, Aspergillus flavus et Penicillium glabrum.

L’activité¢ antifongique des extraits testés a été déterminée par le calcul de taux
d’inhibition de la croissance mycélienne apres 6 jours. Afin d’interpréter les résultats et de
comparer les diameétres d’inhibition avec un antifongique (la nystatine avec concentration 5
mg/ml). Les résultats sont interprétés pour les deux tests antifongiques selon ABDELLATIVE
et al (2011) comme suit :

e 304a50% : faible activité ;

e 50a60 % : activité modérée ;
e 604a70% :bonne activité ;

e 70 % : excellente activité.

Tableau 17 : Effet des extraits sur les diamétres des colonies fongique

Les souches

A. carbonarius A. Flavus P. glabrum
Les [C] Diamétres 1% Diamétres 1% Diamétres 1%
Extraits = (mg/m (mm) (mm) (mm)
L)
MeOH 0,5 40+0,00 38,53 33,77+0,4 47,24 40,67+0,87 11,70
1 32,33+ 1,55 50,32 28+00 56,26 31,34+0,49 31,96
3 26,01+0,49 60,07 24,65+0,3 61,49 29,09+1,27 36,84
5
DMC 0,5 54,09+0,55 16,87 52,5+0,21 17,98 37+0 19,67
1 46,32+1,6 28,82 35,21+0,9 44,99 33,11+0,65 28,12
8
3 40,44+1,3 37,85 31,91+0,5 50,15 26,34+1,5 42,81
5
AC 0,5 46,1+0,3 29,15 33,6+1,2 47,51 36,32+0,5 21,15
1 41,01+0,8 36,97 30,2+0,65 52,82 34,67+0,55 24,73
3 / / / / / /
Nystat- 5 0 100 0 100 0 100
ine
Témoins négatif 65,07+0,76 64,01+0,79 46,06+0, 22
(mm)

Le taux d’inhibition (%) a été déterminé pour chaque concentration testée a été présenté dans

I’histogramme (Figure 33).
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Taux d'inhibition %
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Figure 33 : Histogramme représentant le taux d’inhibition des extraits

D’aprés nos résultats (Tableau 17 et la figure 33), nous remarquons que les extraits enregistrent

des taux d’inhibition variables par rapport aux souches fongiques.

Les résultats révelent que I’extrait méthanolique présente I’activité antifongique la plus
marquée, avec des zones d’inhibition significatives contre la plupart des souches testées.
L’extrait dichlorométhanique montre une activité modérée, tandis que 1’extrait acétonique se

révele une activité faible ou absente selon la souche fongique considérée.

La sensibilité variable des champignons aux extraits peut étre attribuée aux différences
structurales de leur paroi cellulaire, composée principalement de chitine, de glucanes et de
mannoprotéines, qui peut limiter la pénétration des composés antifongiques. Les champignons
filamenteux se sont révélés globalement plus résistants que les levures, ce qui est cohérent avec

les résultats de la littérature.

L’activité antifongique observée, en particulier pour ’extrait méthanolique, serait
susceptible d’étre liée a la présence de composés phénoliques, de flavonoides, de stérols et de

\

métabolites halogénés (PONTE et al., 2021), connus pour leur capacité¢ a perturber la
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perméabilité membranaire et a inhiber la croissance fongique. Plusieurs études ont rapporté des
propriétés antifongiques notables des extraits d’algues rouges, notamment du genre

Asparagopsis, contre diverses especes de levures et de moisissures (MOSTAFA et al., 2022).

Ces résultats soulignent le potentiel antifongique de Asparagopsis armata et suggerent
que cette algue pourrait constituer une source naturelle prometteuse de composés antifongiques,

susceptibles d’étre valorisés dans les domaines pharmaceutique et agroalimentaire.

Aux concentrations de 1 et 3 mg/mL, Les extraits ont exercé une activité antifongique
modérée a marquée contre les trois souches testées, les diameétres des colonies mycéliennes

reflétent une sensibilité variable selon les seuils.

Parmi les extraits évalués, I’extrait de méthanol a révélé I’activité antifongique la plus
marquée, 1’activité la plus importante a été détectée a la concentration de 3 mg/mL, avec un
effet notable sur 4. carbonarius et le Aflavus. Les taux d’inhibition sont 60,07 % et 61,49 %

respectivement. Les figures 40 et 41 ¢élucident clairement cette activité.

L’extrait méthanolique posseéde aussi une activité inhibitrice modérée notamment pour
les concentrations de 1mg/ml avec un taux varie entre 50,32% et 56,26% et son action optimum
est importante vis-a-vis la souche A. Flavus, Par contre le développement des trois souches

n’est pas affecté par la plus faible concentration.

En outre, pour I’extrait dichlorométhane les taux d’inhibition pour A. carbonarius sont
variables entre 16,87 & 37,85%. A la concentration de 1 mg/mL, le taux d’inhibition de la
souche Penicillium glabrum a montré¢ un effet faible, avec une moyenne de 42,81 %, la
concentration 3mg/ml a révélé un taux d’inhibition modere de 50,15% contre la souche A.

flavus.

L’extrait de 1’acétone a présenté, a 1 mg/ml, une activité antifongique marquée contre
A. flavus (52,82 % d’inhibition en moyenne). Toutefois, pour une concentration de 0,5 mg/mL,

I’effet inhibiteur s’est avéré faible.

Selon les travaux de PINTEUS et al. (2015) a présenté que 1’extrait de dichlorométhane
d'Asparagopsis armata révele une activité inhibitrice contre Saccharomyces cerevisiae, avec
un taux d’inhibition atteignant 76 %. De méme, MESSAHLI et al. (2022) ont décrit une activité
antifongique de 1’extrait de dichlorométhane d’A. armata récoltée sur la cote de Mostaganem,
dirigée contre Candida albicans. Selon SALVADOR et al. (2007), les extraits d '4. armata, en

particulier I’extrait méthanolique, ont exercé une activité inhibitrice contre Candida albicans.
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Par ailleurs, I’extrait d’acétate d’éthyle d’A. armata a la concentration de 1 mg/ml a également
montré une activité antifongique contre Penicillium expansum, réduisant sa croissance

mycélienne de 44,59 % (TOLEDO et al., 2023).

FARID et al. (2009) ont constaté que I’extrait acquis a partir de 4. armata par le
mélange DMC/méthanol comme solvant d’extraction n’avait aucune activité contre la
croissance de Cryptococcus neoformans. Egalement HMANI et al. (2020) ont rapporté que
I’extrait de méthanol de /’4. armata collecté sur la cote tunisienne ne présentait aucune activité
contre Candida albicans. 1l a également été révélé que I’extrait méthanolique d’Asparagopsis
taxiformis avait une activité modeste envers Candida albicans et Penicillium sp. De plus, des
résultats recueillis montrent que 1’extrait méthanolique de Hyneamusci formis (algue rouge)
présente une activité puissante contre C. albicans, Penicellium sp. et Aspergillus sp (SAIM et
al., 2021). Ainsi, d'aprés GENOVESE et al., (2013), l'algue Asparagopsis taxiformis a inhibé

la croissance de 3 souches du genre Aspergillus, incluant Aspergillus flavus.

Des études effectuées par BANSEMIR et al., (2006) et GENOVESE et al., (2013) ont
rapportés que les algues sont des producteurs de grandes variétés de produits chimiques
présentant un large spectre d’activité biologique, notamment le genre Asparagopsis qui a été
rapporté par une forte activité antibiotique (MCCONNELL et FENICAL, 1977). Les travaux
de KLADIetal. (2005) ; DEMBITSKY et SREBNIK (2002) ont montrés de leur part que les
extraits des algues marines rouges inhibent la croissance de plusieurs souches fongiques. Ces
mémes auteurs suggerent aussi que les composés volatiles des algues rouges tels que les dériveés
des phénols et les acides gras halogénés, les terpénoides et les métabolites secondaires

halogénés sont a 1’origine de de cette activité antifongique.

Bien que I’extrait acétonique affiche une activité antioxydante prédominante ainsi
qu’une teneur importante en composés phénoliques et flavonoides, son activité antifongique
est inférieure a celle de I’extrait méthanolique. Cela peut s’expliquer par plusieurs facteurs.
D’une part, tous les composés phénoliques ou antioxydants ne possedent pas nécessairement
une activité antifongique marquée (MASLOV et al., 2024). D’autre part, I’extrait méthanolique
pourrait contenir d’autres types de composés bioactifs (tels que des alcaloides, terpenes, ou
composés volatils) qui sont plus efficaces contre les champignons, L’extrait méthanolique
pourrait contenir des composés bioactifs tels que les terpénes ou des alcaloides, qui sont connus
pour leur efficacité contre diverses moisissures phytopathogenes (ZABKA et al., 2021), méme
si leur pouvoir antioxydant évalué par DPPH est moindre. La nature chimique des métabolites

secondaires extraits dépend fortement du solvant choisi, et le méthanol, étant plus polaire, peut
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extraire des molécules spécifiques a fort potentiels antifongiques non présents dans 1’extrait
acétonique.

L’extrait au dichlorométhane a également montré une activité antifongique modérée ou
actif, accompagnée d’une activité antioxydante comparable a celle de I’extrait méthanolique et
plus important que 1’acétone avec la méthode FRAP. Pourrait s’expliquer par la capacité¢ du
dichlorométhane a extraire certains composés bioactifs semi-polaires ayant a la fois des
propriétés antioxydantes et antifongiques. Toutefois, la différence d’efficacité antifongique
entre les extraits pourrait résulter de la nature spécifique des métabolites secondaires extraits,
ainsi que de leur mode d’action contre des champignons testés.

L’analyse phytochimique de I’extrait au dichlorométhane a montré la présence de
terpénes et d’alcaloides, deux classes de métabolites secondaires largement reconnues pour
leurs propriétés antifongiques. Les terpénes, notamment les monoterpénes et sesquiterpenes,
peuvent perturber la membrane cellulaire des champignons, entrainant une fuite des
composants intracellulaires, tandis que les alcaloides peuvent inhiber certaines voies
métaboliques fongiques essentielles via différents mécanismes complémentaires. Ils perturbent
la synthése biologique de 1’ergostérol, un composant majeur de la membrane de champignon,
induisant une ¢élévation de la perméabilité membranaire et entraine la fuite des composants

intracellulaires (Wong-Deyrup et al., 2021)

Méthanol 3 mg/ml  Dichlorométhane  Acétone 1 mg/ml Témoin négative ~ Témoin positif
3 mg/ml

Méthanol 3 mg/ml  Dichlorométhane Témoin négative  Témoin positif
3 mg/mi

Figure 35 : Résultats de I’activité antifongique des extraits contre Aspergillus

carbonarius.
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11.7.2. Activité contre Fusarium

Compte tenu de I’activité antifongique particuliecrement marquée de 1’extrait
méthanolique observée lors des premiers tests d’activité antifongique, 1’appréciation de
I’activité spécifique contre Fusarium a été réalis¢é uniquement avec cet extrait. Ce choix
s’explique par son potentiel biologique prometteur, suggérant une efficacité ciblée contre les
champignons phytopathogene. Les autres extraits, présentant une activité antifongique
moindre, n’ont pas été retenus pour cette phase de I’é¢tude, le tableau ci-dessous présente les
diametres de croissance des souches fongiques aprés contact a I’extrait méthanolique

d’Asparagopsis armata

Tableau 18 : Diamétres de colonie mycélienne des souches fongiques (Fusarium)

Diametres de croissance (mm)

F. poae F. culmorum  F. graminearum  F. avenaceum
T-  70.81£0.35 64.85+0.92 71.98+1.84 60.43+0.1
. 2.5 68.50+0.84 63.12+0.24 61.64+0.13 57.65+1.16
% 5 62.29+0.30 55.22+1.07 58.83+0.14 54.5+£2.57
é %o 10 57.10+0.88 51.9+0.85 41.89+1.37 41.8+0.42
.g E 20 53.21+0.38 44.92+0.31 41.01+0.03 24.44+0.23
o
5 40  40.09+0.29 51.38+1.29 38.01+0.34 6+00
80 15.01£2.51 6+00 6+00 6+00
g -
'g % 2.5 39.14£1.05 44.6+0.88 25.36+0.8 31.7+0.80
% c 10 25.51+0.16 20.03+0.4 19.47+0.87 7.71+2.24

D’apres le tableau 18, et la Figure 36, le Fusarium avenaceum a présenter une trés forte
sensibilité sous I’effet de I’extrait méthanolique pour les concentrations élevées ou on observe
pour la concentration 40mg/mL et 80mg/mL une inhibition totale. Ainsi une inhibition totale
observer chez les deux souches Fusarium graminearum et Fusarium culmorum mais seulement

pour la concentration de 80mg/mL. On remarque que la souche Fusarium poae est plus au

111



Chapitre 11 : Résultats et discussion

moins résistante par rapport aux autre Fusarium méme a concentration de 80mg/mL de I’extrait
méthanolique ou on a observé clairement la croissance mycélienne mais avec un diametre tres
réduit par apport le témoin, ’ensemble des observations a été déterminé par rapport aux
résultats obtenus avec la nystatine, utilisée comme antifongique de référence. A une
concentration de 10 mg/mL, la nystatine présente une activité comparable a celle de I'extrait
méthanolique a 40 mg/mL contre Fusarium avenaceum, et a 80 mg/mL vis-a-vis de Fusarium

graminearum et Fusarium culmorum.

Temoin Smg/ml  10mg/ml  40mg/ml  80mg/ml

Fusarium poae

Figure 36 : L’effet de I’extrait de méthanol d’Asparagopsis armata sur le Fusarium

Le taux d’inhibition (%) a été déterminé pour chaque concentration testée, dans le but de
quantifier I’efficacité des extraits sur la croissance mycélienneen comparaison avec le témoin

montré dans la figure 37.
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Taux d'inhibition %
n
3

25 10 2.5 5 10 20 40 a0
Nystatne Extrait methanoligue
Concentration mg/ml
M Fusarium poze MWF culmomm Wl Fusarium gramineamm | Fusarium avenasceum
Figure 37 : Taux d’inhibition de I’extrait méthanolique et de nystatine a différentes
concentrations sur la croissance de Fusarium
L’extrait de méthanol d’Asparagopsis armata a indiqué une activité antifongique
considérable contre toutes les souches de fusarium testées, le taux d’inhibition varie entre 78,8
% et 91,66% avec la concentration 80 mg/ml. C’est un effet proche a 1’effet d’antifongique

de nystatine (10 mg/mL).

La souche Fusarium avenaceum est tres sensible pour toutes les concentrations 20, 40
et 80 mg/ml. Les taux d’inhibition sont a varie entre 59,55% et 90,7%, alors que,
laconcentration entre 10, 20 et 40 mg/mL permet d’inhiber la souche F. graminearum avec un
taux d’inhibition de (41,81%, 43,02 et 47,19% respectivement). En outre, 1’extrait est
moyennement actif contre la souche Fusarium poae. Par contre la souche F. culmorum a
enregistré la plus faible sensibilité pour les concentrations 10, 20 et 40 mg/mL dont le
pourcentage d’inhibition est inferieur a 40%.

Plusieurs études ont révélé que les algues marines sont dotées d’une activité
antifongique (ZINEDINE et al., 2004 ; EOUATASSI et LOUASTEL, 2012). Selon TOLEDO
etal. (2023), les extraits d’algues marines, dont Asparagopsis armata, présentent des propriétés
antifongiques contre des pathogénes post-récolte tels que Fusarium oxysporum. Ces auteurs
ont signalé que les extraits d’A. armata inhibaient fortement la croissance fongique en milieu

de culture, suggérant leur potentiel comme agents antifongiques naturels.
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Afin d’évaluer plus précisément 1’effet dose-dépendant de nos extraits, une régression
linéaire a été réalisée entre le taux d’inhibition fongique (%) et la concentration (mg/mL) et
(Fig.38). Les courbes obtenues ont montré des corrélations positives fortes, avec des
coefficients de détermination allant de R?=0,74 a R>=0,98. Les coefficients de corrélation (r)
compris entre 0,86 et 0,99 indiquent une relation trés forte entre la concentration et le
pourcentage d’inhibition.

La valeur la plus faible (R2=0,74, r =0,86) suggere une relation légérement plus
modérée, possiblement influencée par des facteurs biologiques propres a I’extrait ou a la souche
étudiée (Fusarium avenaceum). Malgré cette variabilité, ces résultats confirment que les
extraits testés agissent de manic¢re dose-dépendante, un comportement typique des agents
antifongiques d’origine naturelle.

Ces résultats mettent en évidence une relation dose-réponse marquée, indiquant que
l'augmentation de la concentration est associée a une inhibition croissante du développement
mycelien. La qualité de I’ajustement varie selon les extraits testés, suggérant une activité
antifongique plus ou moins prévisible selon le type d’extrait ou de souche.

Des études antérieures ont montré des résultats comparables. LI et al. (2015) ont
observé une relation dose-réponse marquée dans le cadre de I’évaluation de fongicides, avec
des ajustements linéaires et des valeurs de R? proches de 1. Ceci appuie la validité de notre

approche expérimentale et statistique.

120
R? = 10,7444
100 R?=0,9722
i = 0,9051
n80
E R® = 0,9876
d60
%
u
£40
20
0 %
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
concentration mg/ml
@ Fusarium poae @ F culmorum @ Fusarium graminearum Fusarium avenaceum

Figure 38 : Des courbes montrent 1’augmentation du taux d’inhibition mycélienne en

fonction de la concentration des extraits
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L’activité antifongique des extraits d’algues rouges vient suite a I’interaction des
principes actifs avec les lipides au niveau de la paroi mycélienne conduisant a leur peroxydation
des altérations morphologiques du thalle des champignons (MOUJAHID et al., 2004).

Selon YIN et TSAO (1999), I’action antifongique est possible par la génération de
liaison d’hydrogéne entre les sites actifs des enzymes cibles et le groupe hydroxyle des
composés phénoliques. Les effets antimicrobiens des composés phénoliques s’averent affectés
par plusieurs processus tels que I’inhibition des enzymes par les composés oxydés, ou par leurs
actions non spécifiques sur la protéine microbienne. Le mécanisme de la toxicité du phénol
pour les mycetes est également basé sur I’inhibition des enzymes fongiques qui contiennent le
groupe HS dans leur site actif (COWAN et al., 1999).

MC CONNELL et FENICAL (1977), ont signalé que les composés organiques
halogénés des algues sont a 1’origine de leur activité antifongique, ont 1 a 4 atomes de carbone
et sont tres volatils. En outre, les algues rouges produisent des terpenes et des acétogénines a
partir de la polymérisation des cétates.

Egalement, Les travaux de (DEMBITSKY et SREBNIK,2002 ; KLADI et al. 2004),
ont observé que les extraits d’algues rouges bloquent la multiplication de plusieurs souches
fongiques. Suggerent également que les composés volatils des algues rouges tels que les acides
gras halogénés, les dérivés phénoliques, les terpénoides et les métabolites secondaires
halogénés sont responsables de cette activité¢ antifongique. Parmi toutes les algues marines, la
classe des rhodophytes est la plus riche. Des voies biosynthétiques uniques pour la synthese
d’organohalogénés. Les algues produisent des composés organiques halogénés comme
processus de défense contre les infections par des micro-organismes (GOODWIN et al., 1997).

En outre, selon JACINTO et al. (2013), les propriétés antimicrobiennes puissantes de
[’Asparagopsis armata s’expliquent par la syntheése de composés halogénés dérivés du brome.

Sur la base de ces résultats, 1’algue rouge Asparagopsis armata est riche en inhibiteurs
antimicrobiens. La méthode d’extraction employée dans nos travaux a probablement permis
d’obtenir des extraits contenant plusieurs principes actifs responsables de I’inhibition des
souches bactériennes ou fongiques. On peut en déduire que la différence ou concordance de
nos résultats avec ceux des autres études sur les mémes especes peut €tre attribué par :
¢laboration de métabolites secondaires associés a des changements saisonnieéres ou phase
sexuelle des algues, type de solvant, la nature et ou la concentration des composés bioactifs
retrouvés dans 1’espece et leur solubilité dans le solvant choisi et les approches appliquées pour
évaluer I’activité antimicrobienne et le choix des micro-organismes a tester et les différences

dans les protocoles d’extraction pour récupérer métabolites actifs (PINTEUS et al., 2015).
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

Enfin les divergences avec les résultats publiés pour les mémes espéces indiquent
I’impact de plusieurs facteurs. En effet, la composition chimique des extraits dépend
étroitement du solvant choisi, des conditions climatiques, de la position géographique et du
procédé d’extraction appliqué, ce qui peut conduire a des profils métaboliques distincts. De
plus, la nature et/ou la concentration des métabolites bioactifs présents, ainsi que leur solubilité
dans le solvant utilisé, interviennent de maniére déterminante dans 1’expression de 1’activité
biologique. Enfin, les divergences méthodologiques liées aux techniques d’évaluation de
I’activité antimicrobienne et au choix des souches testées constituent également des sources
potentielles de variation.

Ainsi, la comparaison avec d’autres travaux doit étre interprétée avec prudence, car
I’ensemble de ces paramétres, y compris la localisation géographique des échantillons, peut

profondément influencer les résultats obtenus.
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Conclusion

Cette ¢tude s’inscrit dans une approche de valorisation biologique de 1’algue rouge
Asparagopsis armata, en mettant I’accent sur sa composition phytochimique et ses activités
biologiques potentielles. A travers une approche expérimentale combinant extraction, analyses
chimiques et évaluations biologiques, ce travail a permis de fournir des données originales

contribuant a une meilleure compréhension du potentiel bioactif de cette macroalgue marine.

Les résultats obtenus ont révélé que le rendement d’extraction et la composition
chimique de A. armata dépendent fortement de la nature du solvant. Le méthanol a montré le
rendement brut le plus élevé (5,74+1,8%), suivi par le dichlorométhane (1.17+0,28%) et
I’acétone (0,59+0,03 %). Le criblage phytochimique et les dosages quantitatifs ont confirmé
I’abondance de Asparagopsis armata en métabolites secondaires, principalement en composés
phénoliques et flavonoides dont les teneurs varient respectivement entre 3,57+ 0,011et
6,16+0,01lmg EAG/g MS et entre 0,20+0,0002 et 1,46+0,002et mg EQ/g MS, I'extrait a
I’acétone présente les concentrations les plus élevées., se situent dans la gamme rapportée pour
d’autres algues rouges, soulignant ainsi 1’intérét de cette espéce comme source naturelle de
molécules bioactives.

La quantification des pigments a révélé que les extraits méthanolique et
dichlorométhaniques présentaient des concentrations significatives en caroténoides, avec des
valeurs respectives de 6,65+ 0,13 et 6,23+ 0,12mg/g MS. Pour la chlorophylle, 1’extrait
méthanolique a enregistré la concentration la plus marquée, avec une valeur de 7,91+ 0,16mg/g
MS, montrant une meilleure affinit¢ de ce solvant pour I’extraction des pigments
chlorophylliens.

L’analyse par LC-MS/MS a mis en évidence plusieurs composés bioactifs appartenant
a différentes classes chimiques, corroborant les résultats des analyses phytochimiques et des
tests biologiques. Les deux extraits (Méthanol et acétone) sont dominés par la myricétine,
représentant 65,21 % dans I’extrait méthanolique et 61,36 % dans 1’extrait acétonique, ce qui
confirme son abondance et sa forte affinité pour les solvants polaires et semi-polaires. Dans
I’extrait méthanolique, la riboflavine constitue le second composé majoritaire (13,83 %), suivie
du béta-carotene (5,68 %). En revanche, ’extrait acétonique se caractérise par une
augmentation notable du béta-caroténe (17,46 %), ainsi que par des proportions importantes de

riboflavine (11,76 %) et d’oléuropéine (7,59 %). Ces résultats démontrent I’influence majeure
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du solvant d’extraction sur le profil phytochimique et confirment I’abondance des extraits en
composés phénoliques et flavonoides a fort potentiel bioactif.

L’évaluation de I’activité antioxydante par les tests DPPH et FRAP a permis de
constater une efficacité élevée des extraits étudiés. L extrait acétonique a présenté une activité
antioxydante remarquable (ICso DPPH = 0,44 + 0,071 mg/mL), comparable a celle de la
vitamine C (0,33 + 0,028 mg/mL), tandis que 1’extrait de dichlorométhane a montré un pouvoir
réducteur significatif au test FRAP (0,184 £ 0,054 mg VCEAC/g), comparable a celui de
I’extrait méthanolique et aux antioxydants de référence. La divergence observée entre les deux
méthodes souligne I’importance d’utiliser des tests complémentaires reposant sur des
mécanismes d’action distincts. L’extrait riche en composés phénoliques a enregistré une
meilleure capacité de piégeage des radicaux libres, tandis que 1’extrait lipophile a montré un
pouvoir réducteur considérable, suggérant une contribution synergique de différents
métabolites.

L’activité antibactérienne la plus marquée a été détectée contre des bactéries Gram
positives, avec des zones d’inhibition particuliérement larges. L’extrait méthanolique s’est
distingu¢ par son efficacité, attribuable a sa richesse en composés phénoliques, flavonoides,
pigments et métabolites halogénés, tandis que 1’extrait dichlorométhane a également enregistré
une activité significative. En revanche, bien que I’extrait acétonique ait globalement révélé une
activité plus modérée, il s’est révelé particulierement efficace contre Pseudomonas aeruginosa,
une souche reconnue pour sa forte résistance aux agents antimicrobiens

Le test antifongique par contact direct, réalisé sur les souches Aspergillus flavus,
Aspergillus carbonarius et Penicillium glabrum, a souligné que les extraits présentaient une
activité modérée a notable contre ces champignons. L’extrait méthanolique s’est distingué par
le meilleur effet. Par ailleurs, I’activité anti-Fusarium démontré que 1’extrait méthanolique
d’Asparagopsis armata a enregistré une activité antifongique considérable contre toutes les
souches de Fusarium testées. Ces résultats confirment le potentiel antimicrobien de cette algue
et ouvrent des perspectives intéressantes pour la mise au point de nouveaux agents
antimicrobiens naturels.

Enfin, ces résultats enrichissent les connaissances sur Asparagopsis armata, espece encore peu
¢étudiée en Algérie, et soulignent son intérét comme source naturelle de métabolites secondaires

a activité biologique.
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Conclusion

La valorisation de cette biomasse invasive présente un double avantage : écologique
(contribution a la limitation de sa prolifération) et économique (source potentielle de composés

a forte valeur ajoutée).

Des perspectives d’applications innovantes s’ouvrent ainsi dans les domaines pharmaceutique
(antioxydants, antimicrobiens), cosmétique et phytosanitaire (alternative aux fongicides

chimiques).

Enfin, cette étude constitue une base pour de futures recherches portant sur:
» L’optimisation des conditions d’extraction (techniques assistées : ultrasons, micro-ondes).
* La purification et I’isolement de fractions actives.
* Des tests in vivo et d’écotoxicité.

» L’évaluation du potentiel antiméthanogeéne (connu chez cette espéce) dans 1’alimentation

animale.
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Annexes



ANNEXE 1

Photo 1 : Macération, Filtration et évaporation avec rotavapeur rotatif

Photo 2 : Analyse par Chromatographie Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse (LC-
MS-MS)
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ANNEXE II
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Figurel : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de Quercétine
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Figure 3 : Courbe représentant la variation des concentrations de I’acide ascorbique (Vit C)

en fonction de leur absorbance (593 nm)



Tableau 1:

Résultats de 1’activité antibactérienne des extraits d 'Asparagopsis armata par

méthode de diffusion en puits

Zone d’inhibition (mm)

»n = ] <)
= g S SIS § S § § Y %
] p= 3 = 8 S 3 S S = 38 S
£ g £ < 28 S > N SIS 5 S
s =g £ < 3 s Y 2 = 3 S s z g
2 3 S S S5 = <3 ® A 3 2
= g S MR LIS S g 3
Smg /ml 10,23 £0,04 | 3046+1,73 | 8,94+0,06 | 14,88+1,25 | 24,05 +0,09 30+00 30.7+0,4
5. | (5D
'§ = 3, 7mg /ml 12,73 £0,25 32,0+ 1,41 13,99 £0,62 | 18,93 +1,32 | 29,36 + 0,50 31+00 31.2+0,5
ZE %] G5
=g E 10mg/mL 13,93 +1,0 | 40,59+0,26 | 13,27 +0,25 | 23,13+ 1,19 | 30,69 +£0,27 38+1,3 33.4+0,4
(501)
= Smg /puit 12,09+0,5 16+0,65 11+00 17+00 18,34+0,8 24,28+0,55 20+00
£ (25nl)
'E \g 7mg /mL 13,8+0,66 19,3+0,44 13,2340,7 19,7+1 20,7+1,6 31,02+0,56 | 23.75+0,55
2L 7] 6S
% 10mg/mL 1600 24,4+0,53 16,8+0,54 21,5+0.4 21+£1,32 32,1+2 33+0,45
5 (50uL)
o Smg /mL 134+0,34 16+0,61 17+00 18.5+0,5 13+0,23 18+0,25 18+0,65
g (25L)
E E 7mg /mL 161,01 19+0,36 200,1 20+0,42 14+0,44 200,24 25+0,7
= Eﬂ (35uL)
£ 10mg/mL | 18+1,12 204031 23402 23,9+0,08 1572013 | 210,19 | 24+0,58
= (50uL)
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  R  ( % ) =  M  M 0 x 100


  Carot é no ï de   totaux   mg / ml =   1000 xA 470 − 2 , 86 Ca − 129 , 2 Cb 245

