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Résumé

Les algues marines constituent une source précieuse de composés naturels aux activités
biologiques variées, représentant un potentiel important pour la découverte de nouveaux agents
thérapeutiques. Parmi elles, Asparagopsis armata, une algue rouge envahissante, suscite un
intérét croissant en raison de sa capacité a produire des molécules bioactives dotées de
propriétés antifongiques et antioxydantes prometteuses.

Dans cette étude, les extraits d’Asparagopsis armata ont ét¢ obtenus par macération
avec trois solvants différents : méthanol, dichlorométhane et acétone, le rendement le plus élevé
étant obtenu avec le méthanol. La teneur en polyphénols et flavonoides des extraits a été
déterminée par des méthodes spectrophotométriques. L’extrait dichlorométhanique a révél¢ la
plus forte concentration en polyphénols totaux (3,843 mg/g) et I’extrait acétonique a présenté
la plus forte teneur en flavonoides (0,113 mg/g),

Pour évaluer ’activité antioxydante, les tests DPPH et FRAP ont été appliqués. L’extrait
acétonique a démontré la meilleure capacité de piégeage des radicaux libres DPPH avec une
valeur d’IC50 de 0,2919 mg/ml, alors que 1’extrait au dichlorométhane a présenté le pouvoir
réducteur le plus élevé selon le test FRAP. Ces résultats ont été comparés a ceux d’antioxydants
standards tels que Trolox, vitamines C et E.

Concernant I’activité antifongique a été évaluée in vitro contre Candida albicans AM16
al’aide des méthodes de diffusion sur disque et sur puits. L’extrait au dichlorométhane a montré
la plus forte inhibition, avec des zones d’inhibition de 12,66 mm (méthode disque) et 45 mm
(méthode puits), selon les volumes et concentrations testés. L’extrait acétonique a présenté une
activité moyenne, par contre 1’extrait méthanolique n’a révélé aucune inhibition. Des témoins

positifs (fluconazole, cycloheximide) ont été utilisés pour la comparaison.

Mots clés : Asparagopsis armata, antifongique, antioxydante, extrait, Candida albicans AM16.
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Abstract

Marine algae are a valuable source of natural compounds with diverse biological
activities, representing significant potential for the discovery of new therapeutic agents. Among
them, Asparagopsis armata, an invasive red alga, is generating increasing interest due to its
ability to produce bioactive molecules with promising antifungal and antioxidant properties.

In this study, extracts of Asparagopsis armata were obtained by maceration using three
different solvents: methanol, dichloromethane, and acetone, with the highest yield obtained
using methanol. The polyphenol and flavonoid content of the extracts was determined using
spectrophotometric methods, The dichloromethane extract showed the highest concentration of
total polyphenols (3.843 mg/g), while the acetone extract exhibited the highest flavonoid
content (0.113 mg/g).

To evaluate antioxidant activity, DPPH and FRAP assays were conducted. The acetone
extract showed the best DPPH free radical scavenging capacity, with an IC50 value of 0.2919
mg/ml, whereas the dichloromethane extract exhibited the highest reducing power according to
the FRAP test. These results were compared with those of standard antioxidants such as Trolox,
and vitamins C and E.

Antifungal activity was evaluated in vitro against Candida albicans AM16 using disk
and well diffusion methods. The dichloromethane extract showed the strongest inhibition, with
inhibition zones of 12.66 mm (disk method) and 45 mm (well method), depending on the
volumes and concentrations tested. The acetone extract showed moderate activity, while the
methanolic extract revealed no inhibition. Positive controls (fluconazole, cycloheximide) were

used for comparison.

Keywords: Asparagopsis armata, antifungal, antioxidant, extract, Candida albicans AM16.
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Introduction

Les algues marines constituent la principale classe de végétation de mer et d’océan dans
les nombreuses familles de Thallophyta (Sirbu et al., 2006). Elles représentent en fait un vaste
ensemble hétérogéne d’embranchements qui sont trés différents les uns des autres et qui
partagent peu de caractéristiques communes (Bourgougnon et Gervois, 2021). Elles sont
présentes dans tous les niveaux d’organisation évolutive, et jouent un role primordial au sein
de I’environnement marin (Oumaskour et al., 2013) et sont largement répandues le long des
cotes de plusieurs continents (Manivannan et al., 2011).

Depuis longtemps, les algues marines sont utilisées a des fins thérapeutiques. A
I’exception de quelques rares principes actifs extraits d’algues et utilisés en pharmacie, I’ intérét
scientifique pour ces organismes vitaux reste 1’une des raisons des recherches en cours
(Deslandes et al., 2000). D’autre part, la cote méditerranéenne algérienne est un habitat exclusif
pour un certain nombre d’especes d’algues et 1’analyse de ces especes pourrait conduire a
I’identification de nouveaux agents thérapeutiques contre des pathologies humaines telles que
le cancer, I’obésité, le diabéte, I’inflammation, les allergies ainsi que de nombreuses infections
bactériennes et fongiques (Mellouk ef al., 2017).

A P’instar d’autres organismes photosynthétiques, les algues marines évoluent dans un
milieu riche en lumiére et en oxygene, propice a la formation de radicaux libres. On particulaire,
elles présentent peu ou pas de signes de stress oxydatif, ce qui laisse supposer 1’existence de
mécanismes de protection antioxydante performants, impliquant des enzymes spécifiques ainsi
que des composés analogues a ceux isolés chez les plantes (Zubia et al., 2007).

Une certaine attention a été portée a Asparagopsis armata, une algue rouge de la famille
des Bonnemaisoniaceae (Pinto et al, 2022), du fait de la diversité de ses métabolites
secondaires, notamment les métabolites halogénés, les lipides, les polysaccharides sulfatés et
les phénols (Félix et al., 2021). Ces molécules pourraient conférer a I’espéce un potentiel
d’ordre biologique non négligeable dans le cadre de la lutte contre le stress oxydatif et les
infections microbiennes.

A plusieurs reprises, on a tenté¢ d’évaluer le potentiel antioxydant d’Asparagopsis
armata, notamment dans des travaux tels que ceux de Zubia ef al., (2007) qui s’intéressaient a
la capacité d’espéces macroalgales, dont 4. armata, a piéger des radicaux libres. D’autres
travaux, notamment celui de Bouhlel ez al. (2013), sont attachés a la teneur en composés
phénoliques des algues rouges, suggérant ainsi la richesse potentielle de celles-ci en composés
bioactifs naturels.

D’un autre c6té, face a un nombre croissant de souches pathogénes résistantes a certains

des antifongiques conventionnels actuellement employés, dont Candida albicans, 1l est apparu
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essentiel de rechercher et d’évaluer le potentiel d’alternatives naturelles a ces derniers. Comme
le travail de Pinteus et al., (2020) a démontré que les extraits d’algues marines, incluant
Asparagopsis armata, sont en mesure d’exercer une activité antifongique, qui mérite d’étre
étudiée et éventuellement exploitée, dans le cadre du développement de nouveaux agents
antimicrobiens d’origine naturelle.

En Algérie, I’intérét pour la valorisation des algues marines est trés récent comparé a
celui de plusieurs autres pays, et les recherches sur leurs propriétés pharmacologiques

représentent des pistes prometteuses de développement.

Dans ce contexte, le présent travail vise a évaluer ’activité antioxydante et anti-Candida
albicans de trois extraits (méthanolique, dichlorométhanique, acétonique) de 1’algue rouge
Asparagopsis armata récoltée dans la wilaya de Mostaganem, au nord-ouest de I’ Algérie. Ce
travail s’articule autour de trois étapes principales. Tout d’abord, 1’extraction des composés
bioactifs suivie d’un dosage spectrophotométrique afin de quantifier certains métabolites
secondaires tels que les phénols totaux, les flavonoides. Ensuite, 1’évaluation de I’activité
antioxydante des extraits par deux méthodes couramment utilisées : le test DPPH et le test
FRAP. Enfin, I’évaluation de 1’activité antifongique contre la souche pathogéne Candida
albicans AM16, par deux techniques : diffusion sur disque et diffusion sur puits.

Dans cette optique, le présent mémoire s’articule autour de trois chapitres principaux.
Le premier chapitre est consacré a des généralités sur les algues marines, en mettant 1’accent
sur leurs propriétés biologiques, notamment leurs activités antioxydantes et antifongiques, ainsi
qu’un apercu de la souche fongique étudié¢e. Le deuxieme chapitre décrit en détail le matériel
utilisé et les méthodes expérimentales mises en ceuvre au cours de ce travail. Enfin, le troisieme
chapitre présente les résultats obtenus, suivis d’une discussion approfondie. Ce travail se

conclut par une synthése des résultats, accompagnée de perspectives pour la future.
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I. Généralités sur les algues marines

I.1.Définition

Habituellement, les algues sont reconnues comme des organismes qui ressemblent a des
plantes, aquatiques et autotrophes, c'est-a-dire capables de réaliser la photosynthése. Toutefois,
elles ne possédent pas de racines, tiges ou feuilles ni de tissus vasculaires, et présentent
également des structures ¢lémentaires pour la reproduction. Elles sont réparties dans le monde
entier dans I’eau de mer, I’eau douce, le sol ou encore dans les eaux usées. En fonction de leur
forme et dimension, les algues ont deux grandes catégories : les organismes unicellulaires
microscopiques ou les colonies d'organismes multicellulaires (microalgues) et les organismes
macroscopiques a plusieurs cellules (macroalgues) (Abo-Shady et al., 2023). Elles sont rangées
dans diverses catégories en fonction de leurs pigments (Demoulain et Leymergie, 2009).

En 2012, la base de données en ligne des algues (AlgaeBase), a publi¢ le nombre
d'espéces d'algues décrites, y compris 33 260 espéces. A la date du ler novembre 2023,

AlgaeBase a dénombré 50 589 espéces d'algues (Guiry, 2024).

I.2.Classification des algues

Historiquement, les algues étaient classées parmi les plantes, mais les avancées en
biologie moléculaire ont révélé qu'elles appartiennent a plusieurs groupes taxonomiques
distincts. Leur classification repose sur des criteres tels que les pigments photosynthétiques, la
structure cellulaire, la composition de la paroi cellulaire et les données génétiques.

Tableau 1: Caractéristiques importantes des groupes d'algues (Demoulain et Leymergie, 2009).

Embranchement Nom commun Nombre Pigments
(Régne) d’espéces
Chlorophylle (a)
Cyanophytes Algues bleues 15000 d’especes Allophycocyanines
(Bactéries) Phycocyanine
Phycoérythrine
Phycoérythrocyanine
Chlorophytes Chlorophylle (a,b)
(Protistes) Algues vertes 7500 d’especes Xanthophylles
Carotene
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Embranchement Nom commun Nombre Pigments
(Régne) d’espéces
Chlorophylle (a,b)
Rhodophytes Algues rouges 3900 d’especes Xanthophylles
(plantes) Carotene
Z¢axanthine
Phycocyanine C
Phycoérythrine
Ochrophytes Algues brunes 1500 d’espéces Chlorophyllr (a,c)
(plantes) Carotene

I.2.1. Les Cyanophytes

Les algues bleues, Schizophytes ou Myxophytes sont désignées ainsi car elles ne
possedent ni noyau a membrane définie (procaryotes) ni chromatophores. Elles se présentent
généralement sous forme de filaments fins. La cellule renferme de nombreux pigments,
notamment la chlorophylle verte a et c, la phycocyanine bleu-vert et la phycoérythrine rouge
(Iltis, 1980). Elles forment des colonies de taille, de forme et de couleur tres variées (Garon-
Lardi¢re, 2004). Certaines especes ne renferment que de la chlorophylle. Environ 15 000
especes sont répertoriées, mais elles ne vivent que quelques semaines (Demoulain &

Leymergie, 2009).

1.2.2. Les Chlorophycées

Les algues vertes constituent un groupe tres diversifié avec plus de 5000 especes, vivant
principalement en eau douce, bien que certaines soient marines ou terrestres dans des
environnements humides (Guiry, 2012).

Elles doivent leur couleur verte a la présence des chlorophylles a et b, qui leur
permettent de réaliser la photosynthese en produisant de I’oxygene et en fixant le dioxyde de
carbone (Iltis, 1980). Les algues vertes renferment une valeur nutritionnelle élevée en raison de
leur richesse en vitamines et en antioxydants, ce qui en fait une source précieuse de calcium et
de protéines. Elles se démarquent également par leur puissant pouvoir gélifiant (Garon-

Lardiere, 2004 ; Laplace-Treyture et al., 2014).
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1.2.3. Les Rhodophytes

Les algues rouges, communément appelées Rhodophytes, forment un groupe diversifié.
Elles sont principalement pluricellulaires et se multiplient en milieu marin. La couleur rouge de
ces algues est due a la présence de phycoérythrine dans leurs plastes. Ce pigment se marie avec
d’autres éléments, comme la chlorophylle a, qui est essentielle pour la photosynthése, ainsi que
la phycocyanine et I’allophycocyanine (Cabioc'h et al., 1992). Les algues rouges présentent un
intérét économique et industriel important. Certains types sont consommés directement en tant
qu’aliments, tandis que d’autres sont utilisés dans la fabrication de gélifiants tels que 1’agar,
ainsi que dans I’industrie des cosmétiques et comme additifs dans divers produits alimentaires

(Le Gall, 2012).

1.2.4. Les Phéophycées

Les Phéophycées, ou algues brunes, se présentent exclusivement sous forme
filamenteuse ou thalloide, sans jamais étre unicellulaires. Principalement marines, elles sont
rares en eau douce. Leurs plastes bruns contiennent de la chlorophylle a et ¢, du B-caroténe ainsi
que des xanthophylles, principalement la fucoxanthine et la diatoxanthine. Contrairement a
d’autres algues, elles ne produisent pas d’amidon ; leurs substances de réserve sont la
laminarine et le mannitol. Leur reproduction s’effectue par des zoosporocystes uni- ou
pluriloculaires (Iltis, 1980).

Les algues brunes sont largement utilisées dans divers domaines, notamment

I’agriculture, 1’alimentation, la pharmacie et la cosmétique (Fleurance, 2022).

I.3.Reproduction des algues

Chez les algues, il y a deux facons de reproduction : la reproduction asexuée
(multiplication végétative). Cela implique la division d'une cellule isolée (cas des algues bleues)
ou la fragmentation de thalle conduit a la formation de plusieurs organismes identiques, et la
reproduction sexuée implique I'union de deux cellules reproductrices (Garon-Lardiere, 2004 ;

Laplace-Treyture ef al., 2014).

1.3.1. Reproduction asexuée
La reproduction asexuée, ou multiplication végétative, regroupe tous les phénomenes

qui conduisent a 1'émergence de nouveaux individus sans processus sexuel.
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A travers des divisions selon Laplace-Treyture et al., (2014) :

e Chez les procaryotes, la division cellulaire se fait par division et chez les eucaryotes,
elle se fait par mitose. Les cellules filles obtenues ont une similitude morphologique et
cytologique avec la cellule mére.

e Fragmentation simple du thalle, semblable a 1'éclosion chez les cyanobactéries
(hormogonies). Lorsque les conditions sont favorables, ces organes et cellules se

multiplient pour former un nouvel individu.

1.3.2. Reproduction sexuée

Ce mode de reproduction, spécifiquement chez les eucaryotes, favorise un brassage
chromosomique grace a la fusion (gamie) de deux cellules spécialisées appelées gametes. La
planogamie est utilisée si les gametes sont mobiles, I'isogamie est utilisée si les gametes ont
une structure identique (comme : Ulothrix zonata) ou l'anisogamie est utilisée dans le cas

contraire (comme : Ulva) (Laplace-Treyture et al., 2014).

I.4. Constituants essentiels des algues marines
1.4.1. Les métabolites primaires
1.4.1.1. Polysaccharides sulfatés (PS)

La richesse en polysaccharides des algues marines comestibles suscite un intérét
particulier en tant que bonnes sources de nutriments. Les PS non animaux proviennent
principalement des algues marines, mais leur structure chimique differe selon I'espéce d'algue.
I1 existe une variation de la quantité de PS dans les trois grandes divisions des algues marines,
a savoir Chlorophyceae (algues vertes), Rhodophyceae (algues rouges) et Phaeophyceae
(algues brunes). Dans les algues marines, on trouve principalement des PS tels que le fucoidane
et la laminarine des algues brunes, les carraghénanes des algues rouges et l'ulvane des algues
vertes. La capacité antioxydante des PS est liée a leur structure, telle que le degré de sulfatation,
le poids moléculaire, le type de sucre principal et la ramification glycosidique. Les PS de faible
poids moléculaire ont démontré une activité antioxydante puissante, alors que les PS de poids
moléculaire élevé en présentent moins. De plus, les PS provenant des algues marines sont
considérés comme essentiels pour combattre les radicaux libres et les antioxydants afin de

prévenir les dommages oxydatifs (Li et Kim, 2011).
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1.4.1.2. Eléments minéraux

Les algues renferment une grande quantité de minéraux. Parfois, leur teneur en
biomasse dépasse 40 % (Chojnacka et al., 2012).

L'équilibre osmotique est préservé grace a la capture de minéraux extérieurs dans la
paroi cellulaire sans qu'ils ne pénétrent dans les cellules. La richesse minérale du milieu
environnant joue un rdle clé dans leur concentration, qui peut atteindre jusqu'a 25% de la
matiere seche chez certaines espéces. Les algues contiennent une grande diversité de minéraux
comme l'iode, le magnésium, le potassium, le sodium, le calcium, le fer, I'aluminium, le
manganese, le phosphore, le soufre, le cuivre, le nickel, I'étain, le plomb, le zinc, etc (Floc'h et

Leclerc, 2010).

1.4.1.3. Caroténoides

La présence de caroténoides dans les macroalgues est due a la présence de pigments
liposolubles composés d'unités isoprénes. Dans certaines conditions environnementales,
certaines especes produisent beaucoup plus que ce qui est représenté en moyenne par 0,1% du
poids sec de l'algue (Person, 2011). Il existe deux catégories de caroténoides : les caroténes et
les xanthophylles. La présence des caroténoides principaux dans les algues rouges inclut le B-
caroténe, la lutéine et la zéaxanthine. Les algues vertes sont principalement composées de
violaxanthine et de néoxanthine, tandis que les algues brunes ont principalement recours a la
fucoxanthine. Des recherches récentes ont prouvé les effets antioxydants des caroténoides

extraits des algues marines (Lordan ef al., 2011).

1.4.1.4. Vitamines

Les algues ont une composition vitaminique intégre, malgré les variations saisonniéres
importantes. Il est bien repéré que toutes les vitamines sont présentes. La vitamine B12 est
principalement présente dans les algues, contrairement aux plantes terrestres qui en sont
entierement pourvues (Marfaing et Lerat, 2007).

En tant que source de vitamines hydrosolubles (B1, B2, B12, C) et liposolubles
(vitamines A, vitamines E, D et K), les algues constituent un excellent choix. Les caroténoides
(B-carotene) et la vitamine C, ainsi que les vitamines B1 (thiamine) et B3 (niacine), ont des
propriétés antioxydantes. La teneur en vitamines peut varier en fonction des especes algales, du
stade de croissance, de la zone géographique et de divers paramétres abiotiques comme la
salinit¢ et la saisonnalité, la disponibilit¢ de la lumiere et de la température de l'eau

(Bourgougnon et Gervois, 2021).
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1.4.1.5. Protéines

Les algues marines renferment des protéines de maniére variable. Une microalgue
comme la spiruline peut contenir jusqu'a 70 % de la matiere seche. La fraction protéique de
certaines especes d’algues rouges, qui représente 30 a 40 % de la matiere seche, est comparable
a celle des légumineuses du point de vue quantitatif (Fleurence et Kaas, 1999). La présence de
protéines est indispensable a toutes les formes de vie. Leur role inclut le transport d'ions,
I'adhérence aux cellules, I'assistance aux réactions biochimiques cellulaires et la détoxification
des cellules. En outre, lorsqu'il s'agit de pathogeénes ou de blessures, les protéines des parois

peuvent jouer un role dans la protection de 1'algue (Garon-Lardiere, 2004).

1.4.1.6. Lipides et dérivés

Les algues ont une teneur en lipides trés faible, qui varie de 1 a 5 % de la maticre séche.
Les algues renferment une grande quantité d'acides gras essentiels, notamment les acides oméga
3 et oméga 6, qui ont des niveaux significativement plus ¢€levés et agissent comme des
antioxydants puissants (Holdt and Kraan, 2011).

Les algues sont une ressource précieuse pour obtenir une grande variété de lipides
complexes, avec diverses utilisations potentielles. On sait que les composés lipidiques
provenant des algues sont bénéfiques pour prévenir les maladies cardiovasculaires et I'arthrose
(Khotimchenko, 1999 ; Mendis et Kim, 2011).

Les acides gras saturés et monoinsaturés sont les principaux constituants des lipides des
algues marines. Néanmoins, il est possible que de nombreuses algues accumulent des acides

gras polyinsaturés (AGPI) a longue chaine (Khozin-Goldberg et Boussiba, 2011).

1.4.1.7. Fibres

Les algues fournissent une grande quantité de fibres qui facilitent le transit intestinal.
Sept algues marines ont des teneurs en fibres alimentaires solubles et insolubles. Ces algues
sont extrémement abondantes en fibres alimentaires, avec une teneur totale variant entre 32,7
et 74,6 % (en poids sec), dont 51,6 a 85 % sont dissoutes dans I'eau. Les algues marines sont
une excellente source de fibres, offrant une grande diversité chimique, physico-chimique et

rhéologique, ce qui peut €tre avantageux en matiere de nutrition (Lahaye, 1991).

1.4.2. Les métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des composés organiques qui ne jouent pas un role

direct dans les processus métaboliques essentiels des cellules vivantes. Chez les plantes, ils

~0~
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englobent des milliers de molécules distinctes présentes en faible concentration. Ces
métabolites se répartissent en plusieurs catégories principales, notamment les terpénes (ou
isoprénoides), les composés phénoliques tels que les acides phénoliques, les tanins et les

flavonoides, ainsi que les composés azotés (Fang et al., 2011).

1.4.2.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques, également désignés par le terme polyphénols, sont des
métabolites secondaires avec un cycle aromatique auquel sont attachés des groupements
hydroxyles, qu’ils soient présents sous forme libre ou liés a un glucide (Boizot & Charpentier,
2006). Les algues marines contiennent majoritairement des polyphénols algaux, également
appelés phlorotannins. Ces composés forment un groupe de molécules trés hétérogene en
termes de structure et de degré de polymérisation, ce qui leur confére une large gamme
d’activités biologiques potentielles. Les concentrations les plus élevées de phlorotannins se
trouvent dans les algues brunes, ou elles représentent entre 5 et 15 % du poids sec. Par ailleurs,
des études in vitro ont mis en évidence 1’activité antioxydante des extraits de polyphénols issus

des algues brunes et rouges (Marfaing & Lerat, 2007).

1.4.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques largement répandus dans le régne
végétal. Ils sont constitués d’un squelette de base en benzo-y-pyrone, comprenant deux cycles
benzéniques (A et B) reliés par un hétérocycle oxygéné. En fonction des substituants et du degré
de saturation de cet hétérocycle, ils se divisent en plusieurs sous-groupes, tels que les flavones,
flavonols, flavanones et isoflavones (Ghedira, 2005). Ces composés naturels jouent un réle clé
en tant qu’antioxydants, régulateurs enzymatiques et protecteurs vasculaires (Ben Abdallah et
al., 2020), tout en contribuant a la coloration des plantes (Ghedira, 2005).

Les flavonoides sont des composés naturels présents chez de nombreuses algues, aussi
bien microalgues (comme la spiruline, la chlorelle ou Dunaliella) que macroalgues (comme
certaines algues rouges et brunes). Leur production augmente lorsque les algues sont exposées
a des conditions de stress, comme une forte salinité, la présence de métaux lourds ou un manque
d’azote. Ces situations stimulent la syntheése de flavonoides tels que la quercétine, la rutine, le
kaempférol, la catéchine ou encore la naringénine. Ces molécules ont plusieurs roles : elles
protégent les cellules des algues, agissent comme antioxydants, et montrent un potentiel contre

certaines maladies. Grace a leur richesse en flavonoides, les algues suscitent un grand intérét
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pour leurs applications en santé, en cosmétique et en biotechnologie (Ferdous et Balia Yusof,

2021)

1.4.2.3 Les tannins

Les tanins, a I’instar de tous les polyphénols, sont des composés non azotés qui
possédent des cycles aromatiques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles libres ou non
(Bruneton, 1987).

Sont des polyphénols solubles dans I’eau dont la masse molaire varie entre 500 et 3 000
g/mol. Ils possédent, en plus des réactions habituelles des phénols, la capacité de précipiter les
alcaloides, la gélatine et d’autres protéines (Zimmer & Cordesse, 1996).

Les tanins des algues, en particulier ceux des algues brunes, se retrouvent sous forme
de phlorotanins pouvant atteindre jusqu’a 15 % du poids sec (Targett et Arnold, 1998 ; Zitouni,
2015). Ce sont des phénols spécifiques. Ils interviennent dans la défense des algues contre les

herbivores, les pathogénes et le stress environnemental (Wijesekara et al., 2011).

L.5. Caractéristiques générales sur 1’algue rouge Asparagopsis armata

Asparagopsis appartient au groupe des Rhodophyta, qui regroupe les algues rouges. Elle
semble étre une espece qui se trouve dans les régions tempérées. L'Australie, la Tasmanie et la
Nouvelle-Zélande abritent 1'dsparagopsis armata, une espéce endémique qui a été introduite
dans I'Atlantique et la Méditerranée dans les années 1920. En 1923, 1’Algérie a signalé la
premiere occurrence d’Asparagopsis armata (Feldmann et Feldmann, 1942). Actuellement,
cette algue a réussi a s'installer en grande partie sur les cotes de 1'Atlantique et de la
Meéditerranée (Pacios et al., 2011). Elle se forme spontanément entre la surface de 1'eau et 10

metres de profondeur, dans des zones légerement envahies par les vagues (Jegaden et al., 2006).

oy

Figure 1: Asparagopsis armata. (Neto, 2020)

~11 ~



Etude bibliographique

I.5.1. Description

L’algue rouge Asparagopsis armata possede un thalle formant des touffes d’un rose
carmin, de 15 a 30 cm de long, souvent disposées en forme presque pyramidale. Ce thalle est
constitu¢ de filaments fixés sur un stolon cylindrique, comportant un axe principal autour
duquel s’alignent divers rameaux selon quatre rangs (Garon-Lardiére, 2004 ; Bouzidi, 2009).

Ces rameaux sont de plusieurs types. Certains sont longs, a croissance indéterminée,
issus d’une cellule apicale initiale formant un filament axial creux entouré d’un cortex cellulaire
dense. D’autres, sont plus courts, appelés brachyblastes, a croissance limitée, constitués d’une
file de cellules centrée autour d’une cellule étroite et entourée de trois cellules péricentrales
alternées (Garon-Lardiére, 2004 ; Bouzidi, 2009).

Enfin, on retrouve des rameaux épineux en forme de harpon, également a croissance
limitée, situés a la base des axes secondaires. Ces derniers sont munis de soies épineuses
incurvées, se cassent facilement et s’accrochent aux algues avoisinantes lorsqu’ils sont
transportés par les courants marins, contribuant ainsi a la dissémination de I’espéce par un
véritable mécanisme de bouturage. La structure du thalle est uniaxiale, avec une cavité centrale
contenant une cellule axiale entourée d’un manchon cortical dense (Garon-Lardiére, 2004 ;
Bouzidi, 2009).

La ramification des rameaux longs provient du cloisonnement oblique des cellules
axiales, générant des cellules périaxiales opposées qui peuvent donner naissance a de nouveaux

rameaux longs ou a des rameaux courts. (Garon-Lardiére, 2004 ; Bouzidi, 2009).

e / . \

s

R

Figure 2: Ramification du thalle chez Asparagopsis armata .rc: rameaux courts, rl:
rameaux longs, as: axes secondaires, ap: axe principal (Garon-Lardiére, 2004).
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1.5.2. Taxonomie

Harvey (Harvey, 1855) a identifié Asparagopsis armata comme une algue rouge marine

pluricellulaire, avec une taxonomie compléete (Garon-Lardiere, 2004).
e Division : Rhodophyta
e C(lasse : Rhodophyceae
e Sous-classe : Florideophyceae
e Ordre : Bonnemaisoniales
e Famille : Bonnemaisoniaceae
e QGenre : Asparagopsis

o Espece : Asparagopsis armata

1.5.3. Cycle de reproduction

La reproduction chez Asparagopsis se fait selon un cycle trigénétique (alternance de

trois générations). Dans la premiére génération, la reproduction sexuée se produit et se

manifeste sous forme de gamétophytes avec n chromosomes (haploides). Le gamete femelle est

maintenu en contact avec le gamétophyte, et 1'ceuf issu de la fécondation entraine, sur le

gamétophyte porteur, une génération parasite a développement qui diminue le carposporophyte

(Cabioc'h et al., 1992). La troisieme génération, ou tétrasporophyte, diploide, sera formée par

ce carposporophyte a 2n chromosomes qui produira des spores (tétraspores) dont la croissance

produira a nouveau des gamétophytes. La phase gamétophyte d'dsparagopsis est représentée

par l'algue Asparagopsis armata tandis que Falkenbergia rufonalosa est le stade tétrasporophyte

de cette algue (Garon-Lardiere, 2004).

Carposporophyte
(2n)
Fecundation 2 Ca(pospore
release from
/ cystocarp
@4
Gametophyte (n) wa—=
k3 +s% Carpospores
el b 'l ) (2”)
P
k- ,_/ Maturation
Tetraspore *
release and
mitosis Tetrasporophyte
(2n)

Figure 3: Cycle de reproduction d’Asparagopsis armata. (Hutchings, 2024)
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1.5.4. Répartition de I’espece

Asparagopsis armata est considérée comme envahissante en raison de sa capacité a se
répandre rapidement dans les environnements qu'elle envahit, occupant d'énormes surfaces (fig.
3), substituant les espéces indigénes et entrainant une modification importante de la
composition des écosystémes. Elle se situe de la zone intertidale jusqu'aux zones subtidales peu
profondes, sur les rochers ou en tant qu'épiphyte, créant de denses ceintures végétales le long
des cotes ouvertes (Silva et al., 2021).

Toutefois, la capacité de cette espece a se répandre grace aux courants marins, durant
sa phase de tetrasporophyte (Falkenbergia rufolanosa), indique que la structure du littoral et les
courants environnants pourraient étre des facteurs significatifs dans I'établissement de sa

répartition a I'échelle locale (km) (Martins ef al., 2019).

A ammala
& Données biblisgraphiques.
{pas de données mokiculaires)

& . A. armata 1
. A. armats 2
O Données dizcutablas

& J &

a
e d‘ ‘a. n.& A,
Aglp ﬁ.f"‘" g: A @

Figure 4: Carte de répartition géographique d'4. armata (Dijoux, 2014).

1.5.6. Utilisation d'Asparagopsis armata

Asparagopsis armata présente un intérét biotechnologique significatif grace a ses
composés bioactifs aux propriétés antifouling, antimicrobiennes et antitumorales, ce qui se
traduit par des applications dans des industries telles que la pharmaceutique et le marine.

alement, son utilisation comme ingrédient nutraceutique dans l'agroalimentaire est étudiée
Egal t, tilisat dient nut t d I | t t étudiée,
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tout comme son role dans la bioremédiation pour les industries environnementales. De plus,
son potentiel établi dans la réduction des émissions de méthane du bétail via la production de
bromoforme est pertinent pour 1'industrie de 1'alimentation animale (Pinteus et al., 2018).

Les polysaccharides structuraux les plus répandus chez A. armata sont les agars et les
carraghénanes, le premier étant a l'origine de la production d'agarooligosaccharides qui
posseédent des propriétés antioxydantes, tandis que les carraghénanes ont la capacité de former
des gels thermoreversibles. Ces caractéristiques peuvent étre bénéfiques dans l'industrie
cosmétique en tant que stabilisateurs d'émulsion, agents filmogenes et conditionneurs pour les
cheveux. Elle posséde aussi des caractéristiques anti-inflammatoires qui pourraient en faire des
composants bénéfiques pour des affections cutanées telles que la dermatite et I’acné (Matos et

al., 2024).

I1. Activités biologiques des algues

I1.1. Activité antioxydante

I1.1.1. Les antioxydants

Un antioxydant a été défini comme toute substance qui retarde ou empéche fortement
I'oxydation d'un substrat oxydable méme a des concentrations faibles (Halliwell et Gutteridge,
1995). Ils doivent étre en mesure de fournir un électron et/ou un atome d'hydrogene, et de
prévenir ou retarder la dégradation d'un substrat oxydable. Ils ont la capacité d'agir de
différentes manieres : en chélant les métaux pour prévenir la formation de radicaux libres, en
piégeant les radicaux libres, utilis¢é comme un briseur de chaine pour arréter la propagation des
radicaux libres, faisant partie du réseau antioxydant redox et/ou controlant 1'expression génique
(Surh et Packer, 2005).

En fonction de la source, on peut classer les antioxydants en deux grandes catégories :

les antioxydants naturels et synthétiques.

e Antioxydants naturels

Les antioxydants naturels sont produits dans le corps humain par des processus
métaboliques ou proviennent d'autres sources naturelles, et leur fonctionnement est fortement
influencé par leurs propriétés physiques et chimiques ainsi que par leur mécanisme d'action. Il
existe deux catégories d'antioxydants : les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non

enzymatiques (Mamta et al., 2014).
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Les vitamines C, l'ascorbate, les vitamines E, les polyphénols et les bioflavonoides
(substances actives en redox qui peuvent &tre oxydées et réduites) sont les principaux
antioxydants naturels provenant des sources alimentaires. De plus, les caroténoides agissent
comme des pieéges contre les radicaux libres. Parmi les bio-facteurs clés de la défense
antioxydante, on retrouve 1'acide alpha-lipoique et la coenzyme Q10.11 y a aussi des métaux
nutritionnels tels que le sélénium et le cuivre, qui jouent un role crucial dans l'activité
antioxydante des enzymes. En plus d'autres enzymes, notamment les superoxydes dismutases

et les catalases (Surh et Packer, 2005).

e Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques sont fabriqués de maniere artificielle ou synthétisés en
utilisant diverses méthodes. Dans l'ensemble, ce sont principalement des composés
polyphénoliques qui attrapent les radicaux libres et bloquent les réactions en chaine. Il est
courant que les dérivés polyphénoliques aient plus d'un groupe hydroxyle ou méthoxy. Il a été
rapporté que la quinine éthoxy est le seul composé hétérocyclique qui contient de 1'azote, ce qui
a conduit a son utilisation comme antioxydant dans les aliments, en particulier dans les aliments
pour animaux (Shahidi, 2005).

Ces composés synthétiques, qui ont une activité antioxydante, sont fréquemment
employés dans les médicaments, les cosmétiques et dans le but de stabiliser les graisses, les
lipides dans les aliments et les huiles (Gupta et Sharma, 2006).

Parmi les antioxydants principaux, on retrouve le butylhydroxyanisole (BHA), le
butylhydroxytoluéne (BHT) et I'acide éthyleénediaminetétraacétique (EDTA) (Hamid et al,
2010).

Les composés phénoliques sont des composants bioactifs majeurs qui ont été déterminés
dans les extraits de différentes algues (Gheda et al., 2021) et se sont avérés exercer des activités
antioxydantes importantes. En outre, 1’extrait éthanolique de 1’algue brune Taonia afomaria a
enregistré le potentiel antioxydant le plus élevé selon divers essais testés (El-Sheekh et al.,

2021).

I1.1.2. Activité antioxydante in vitro

I1 est crucial de comprendre les principes, les bénéfices et les contraintes des techniques
de mesure afin de sélectionner correctement la ou les méthodes qui permettent une évaluation
fiable du potentiel antioxydant dans les usages envisagés. Afin d'évaluer ce potentiel, diverses

méthodes ont été élaborées, classées en deux principales catégories selon le processus de
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réaction : celles qui reposent sur le transfert d'atome d'hydrogéne (HAT) et celles qui sont
basées sur le transfert d'électron (SET). Parmi les techniques fréquemment employées, on peut
citer : le pouvoir antioxydant de réduction du fer (FRAP), le piégeage du radical 2,2-diphényl-
1 -picrylhydrazyl (DPPH), le DMPD (technique du balayage du radical cation N,N-
diméthylphénylénédiamine), I'ORAC (Capacité d'absorption du radical de l'oxygene), la
Capacité antioxydante équivalente au Trolox (ABTS ou TEAC), TRAP (Paramétre du piégeage
des radicaux totaux) et le TOSC (Capacité¢ de neutralisation des radicaux oxygénés). Ces
techniques sont employées pour mesurer 1'efficacité¢ des antioxydants naturels ou artificiels et
sont couramment utilisées dans les secteurs pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique

(LAKSIR, 2023).

I1.2. Activité antifongique

En raison de leur importance en pharmacologie et en médecine, les algues marines font
'objet d'une exploitation industrielle importante. Malgré les progres importants, la quantité
d'antifongiques disponibles reste limitée a un petit nombre de produits, contrairement a un
grand nombre d’antibactérienne (Anofel, 2007). Parmi les substances antifongiques actuelles
disponibles sur le marché, il y a les polyénes (amphotéricine B), les pyrimidines analogues (5-
fluorocytosine) et les dérivés azolés (fluconazole, itraconazole, voriconazole et posaconazole)
et en dernier lieu, les échinocandines (caspofongine) (Fisher et al., 2011).

Les algues renferment des composés antifongiques actifs, souvent étudiés pour leur
potentiel thérapeutique. Les algues brunes (Laminaria digitata et Undaria pinnatifida) ont
complétement inhibé la croissance des mycéliums et la germination conique de Botrytis cinerea
et Monilinia laxa a la dose la plus ¢élevée testée et ont fortement réduit celles de Penicillium
digitatum (De Corato et al., 2017).

L'analyse effectuée par Musbah et al. (2019), a démontré que I'extrait méthanolique
d'algues vertes (Ulva lactuca) possédait la plus grande activité contre toutes les especes de
Candida orales testées, a savoir Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei et C. glabrata.
Phaeophyta, Rhodophyta et les algues bleues suivent, ayant des effets semblables contre

I'espece de Candida orale testée.

I1.3. La levure Candida albicans

La levure Candida albicans est un champignon des muqueuses de I’homme tres

fréquemment impliqué dans les infections humaines (Thierry, 2009). En général, il est
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considéré comme inoffensif et se trouve dans la bouche, 1’appareil génital, le tube digestif et

sur la peau. (Pazos et al., 2006).

I1.3.1. Taxonomie

Le genre Candida est un champignon de type micromycéte de la classe des
champignons imparfaits (deutéromyceétes) et appartient au régne eucaryote, dans le phylum des
Ascomycétes et le sous-phylum des Saccharomycotina, la classe des Saccharomycétes, 1’ordre
des Saccharomycétales et sous-groupe des Saccharomycétales mitosporiques (Buffo et
Herman, 1984).

Reégne : Fungi

Division : Ascomycettes

Classe : Saccharomycettes

Ordre : Saccharomycétales

Famille : Cryptococoidae

Genre : Candida

Espéce : albicans

I1.3.2. Morphologie

Candida albicans est une levure non encapsulée, dépourvue de pigment et aérobique
facultatif. Cette levure diploide, qui possede une distribution génétique sur huit chromosomes,
se multiplie asexuellement en bourgeonnant a partir d'une cellule parentale (le blastospore),
créant ainsi des colonies de couleur créme blanche.

Morphologiquement, cette levure a une taille variant de 3 a 15 pm et présente un
polymorphisme observable tant in vitro qu'in vivo. Effectivement, divers facteurs comme le
pH, la température ou la qualit¢ du milieu de culture ont un impact sur l'apparence
morphologique de Candida albicans.

» La structure en forme de blastospore, qui est ronde ou ovale, a une taille de 2 a 4 pm et
peut parfois présenter un bourgeon en développement.
» La configuration pseudomycelium, qui peut atteindre 500 a 600 pm de longueur et 3 a

5 um de largeur, est constituée d'une juxtaposition de cellules assemblées pour imiter un

filament mycélien.

» Le mycélium véritable, un champignon filamenteux propre a I'espéce Candida albicans,
ou la transformation d'une levure en filament mycélien s'effectue via une structure

dénommée le tube germinatif.
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Candida albicans peut également former des chlamydospores lorsqu'il est confronté a
des conditions environnementales extrémes en termes de milieu et de température, qu'elles

soient terminales ou latérales arrondies (Lagane, 2007).

BB oskv:  wOQmm SSiY

Figure 5: Candida albicans cellules analysées par microscopie électronique a balayage. Dans (A),
les levures sont en processus de bourgeonnement, les fléches indiquent le site de la division cellulaire entre la
cellule mere et la cellule fille. Dans (B), mycéliude C. albicans, impliqué dans 1’invasion tissulaire lors du
processus infectieux. (Macias-Paz et al., 2023)

I1.3.3. Pathogénicité

Les infections cutanées et muqueuses peuvent apparaitre aussi bien chez les personnes
en bonne santé que chez les personnes immunodéprimées. Les candidoses cutanées se localisent
principalement dans les zones ou la sudation est importante, tels que 1’aine, les aisselles et les
espaces interdigitaux, ainsi que dans les zones 1ésées ou briillées. Les especes candidiennes
peuvent également provoquer des infections des muqueuses, notamment a ’intérieur de la
bouche, la muqueuse vaginale et I’cesophage. La forme la plus souvent rencontrée de candidose
buccale est le muguet, qui atteint principalement les enfants nouveau-nés, les personnes
recevant une antibiothérapie a large spectre et les individus immunodéprimés, notamment les
malades du sida. Les candidoses génitales comme les vulvo-vaginites sont treés fréquentes et

dans 80 % des cas dues a Candida albicans (Thierry, 2009).

I1.4. Les antifongiques

Les antifongiques, médicaments destinés a inhiber les champignons pathogenes
responsables des mycoses en mycologie médicale sont des molécules fongicides qui détruisent
le champignon pathogéne, fongistatiques qui freinent sa croissance jusqu’a son élimination a
travers un renouvellement tissulaire. La plupart des antifongiques utilisés sont des

fongistatiques (Chabasse ef al., 1999).
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I1.4.1. Les antifongiques naturels

e Antifongiques polyéniques

Les antifongiques polyéniques sont des molécules de la classe des polyénes, contenant
plus de 200 membres isolés, principalement a partir de bactéries appartenant au genre
Streptomyces. Trois d’entre elles sont suffisamment peu toxiques pour une utilisation clinique :

I’amphotéricine B, la nystatine et la natamycine (Vandeputte, 2008).

e Antifongiques non polyéniques

Les antifongiques non polyéniques se répartissent en différentes classes se distinguant
par leurs structures chimiques diverses, comprenant des glucides (validamycine,
kasugamycine), des quinones (nanaomycines), des polypeptides (cyclosporine A), des
hétérocycles azotés (tunicamycine, blasticidine S, polyoxines), des polyéthers (nigéricine,
nonensine), des composés alicycliques (cycloheximide) et des d’hétérocycles azotés
(griséofulvine). Les antifongiques commercialisés comprennent: la griséofulvine, la
flucytosine, les échinocandines, les pneumocandines, les pradimicines et les bénanomicines

(Dupont, 2006).

I1.4.2. Les antifongiques de synthése chimique

Une part importante des molécules de synthese est employée en fongithérapie humaine
et vétérinaire, parmi lesquelles les quinolones, les allylamines et leurs dérivés, ’amorolfine, la
tolnaftate, les thiocarbamates, la flucytosine, le ciclopirox, ainsi que les azolés, les conazoles,

les dérivés de I’imidazole et du triazole (Desroy, 2004 ; Sangamwar et al., 2008).
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I. Matériel biologique

I.1. Algue étudiée et la zone d’échantillonnage
L’algue rouge de ’espeéce Asparagopsis armata a été prélevée a une profondeur
d’environ 50 cm, au niveau de la plage Salamandre, dans la wilaya de Mostaganem (voir figures

6 et 7). Les échantillons ont ensuite été séchés a température ambiante, a I’abri de la lumiére.
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Figure 7: Situation géographique de site de la Figure 6: La plage de Salamandre,
plage (Google map, 2025). Mostaganem.

Figure 8: Image montrant Asparagopsis armata apres séchage.
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I.2.Le germe cible
L'étude a porté sur I'innocuité des extraits d'algue marine rouge Asparagopsis armata
par rapport a la levure de Candida albicans. Cette souche provient du laboratoire d'analyse

Elsalam, a Ghardaia. Elle est conservée a 4°C dans des tubes a base de gélose Sabouraud.

I1. Méthodes expérimentales

II.1. Traitement d’échantillon

Les algues sont d’abord récoltées a la main puis rincées a 1I’eau de mer pour éliminer les
¢épiphytes, les nématodes et autres mati¢res en suspension. Au laboratoire, elles sont triées pour
retirer les débris, les petits coquillages, et autres especes. Les crampons sont ensuite arrachés,
puis les algues sont découpées en petits morceaux avant de sécher a température ambiante, a
I’abri de la lumiére. Une fois séches, les échantillons sont broyés a 1’aide d’un broyeur

électrique et stockés a I’abri de lumiére jusqu’a I’utilisation.

I1.2. Préparation de I’extrait

Dans un flacon en verre contenant 100 ml de chaque solvant (dichlorométhane,
méthanol, acétone), on integre 10 g de poudre d'algue. Le contenu du flacon est soumis a une
agitation a température ambiante pendant 24 heures, puis a une filtration. Ensuite évaporation
a l'aide d'un rotavapeur rotatif de type Heidolph Hei-VAP réglé a une température entre 40 et
45 °C. Les résidus ont été collectés et stockés a 4°C, dans des flacons en verre scellés

hermétiquement.
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Figure 10:Macération, filtration et évaporation des solvants avec rotavapeur rotatif.

Les différentes étapes de notre expérimentation sont représentées dans la figure 11 :

Collecte et traitement d’algue Récolte et rincage

Tri et nettoyage

Extraction Séchage
(méthanol/dichlorométhane/ o B
acétone)
Macération 24 h
Filtration/Evaporation/Stockage a 4°C
I
Etude de activité Dosage des métabolites Evaluation de ’activité
antifongique secondaires antioxydante
I
Test DPPH
Méthode des disques Dosage des phénols totaux I
|
D des fl «d Test FRAP
Meéthode des puits osage des Havonoides

Figure 11:Organigramme expliquant la partie expérimentale.
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I1.3. Calcule du rendement

Le rendement des extraits a été évalué a l'aide de la formule suivante :
T=P1/P2x100
Ou:
e T : Rendement de I’extrait (%)
e P1: masse de I’extrait (g)

e P2 : masse de la plante (g)

I1.4. Dosage des métabolites secondaires

I1.4.1. Dosage des phénols totaux

e Principe

La méthode de Folin-Ciocalteu (MFC) se base sur la réduction d’un complexe phos-
phowolframate-phosphomolybdate par des composés phénoliques (Singleton et al., 1999). Cela
donne lieu a la formation d'un complexe bleu qui accompagne 1'oxydation des composés
phénoliques et qui est stabilisé par l'intégration de carbonate de sodium (NaxCO3).

La mesure des phénols totaux se réalise en confrontant l'absorbance observée a celle

obtenue grace a un étalon d'acide gallique de concentration définie (Dif ef al., 2015).

¢ Protocole

Une courbe d’étalonnage de I’acide gallique a été¢ obtenue en préparant une série de
solutions diluées. Pour chaque dilution, un volume de 100 pl a été prélevé et mélangé a 500 pl
de réactif de Folin-Ciocalteu, préalablement dilué¢ a 1/10. Aprés un temps de réaction de deux
minutes, 2 ml d'une solution de carbonate de sodium (Na:COs) a 2 % en masse/volume ont été
ajoutés. Les mélanges ont ensuite €t€ incubés a 1’abri de la lumiere pendant 30 minutes afin de
permettre le développement complet de la réaction. L'absorbance est déterminée a 760 nm en

utilisant un spectrophotometre UV-visible contre un blanc.
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11.4.2. Dosage des flavonoides

e Principe

L’¢évaluation des flavonoides a été effectuée grace a une technique qui s’appuie sur la
création d’un complexe stable entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygeéne présents
aux carbones 4 et 5 des flavonoides (Ali-Rachedi ez al., 2018).

¢ Protocole

Des solutions diluées ont ét¢ ¢laborées a partir d'une solution de quercétine en méthanol.
1 ml de chaque solution diluée ou extrait dilu¢ est combiné avec 1 ml de trichlorure d'aluminium
(AICI3) a 2% (m/v). Par la suite, les mélanges ont été conservés a 1’obscurité pendant un quart
d'heure a température ambiante. L'absorbance de chaque solution a ét¢ mesurée en utilisant un
spectrophotométre, a une longueur d'onde de 430 nm contre un blanc.

La mesure de la concentration de flavonoides s’est faite en fonction d’une courbe
d’¢étalonnage linéaire par la quercétine a différentes concentrations, et dans les mémes

conditions expérimentales que celles utilisées pour I’échantillon.

I1.5. Evaluation de ’activité antioxydante

L’¢évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits (méthanolique, dichlorométhanique
et acétonique) a été réalisée grace a deux tests chimiques : le test DPPH (1,1-diphényl-2-
picrylhydrazyl) et le test FRAP (Pouvoir antioxydant de réduction du fer). Le test DPPH a servi
a apprécier la capacité a piéger des radicaux libres, alors que le test FRAP a servi a mesurer la
capacité a réduire des ions ferriques. Ces différentes méthodes ont permis de comparer
I’efficacité antioxydante des extraits selon leur capacité a neutraliser les radicaux libres.
I1.5.1. Le test de piégeage du radical DPPH

e Principe

La méthode DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est couramment employée dans
I’évaluation de ’activité antioxydante. Effectivement, le DPPH est reconnu pour sa capacité a
générer des radicaux libres stables. Cette stabilité est attribuée a la migration des électrons libres
au sein de la molécule. L apparition de ces radicaux DPPHe* entraine une teinte violet sombre
dans la solution. L’agent antioxydant provoque une décoloration de la solution par la réduction
des radicaux DPPH (Molyneux, 2004). La variation de couleur peut étre surveillée par
spectrophotométrie & 517nm, permettant ainsi d’évaluer le potentiel antioxydant d’une

substance ou d’un extrait végétal (Molyneux, 2004 ; Popovici et al., 2010).
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e Protocole

L’activité antiradicalaire des extraits est appréciée via le radical libre stable DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle). Pour cela, 1ml de de chaque dilution des extraits préparés a
différentes concentrations sont ajoutés a 1 ml de solution de DPPH (100uM) ; le mélange a été
incubé a I’obscurité durant 30 min, a température ambiante. L.’absorbance est mesurée a 517
nm, contre un blanc.

Pour apprécier I’efficacité antioxydante de ces extraits, trois antioxydants standards ont
¢été utilisés comme références : la vitamine C (acide ascorbique), la vitamine E (a-tocophérol)
et le Trolox (analogue hydrosoluble de la vitamine E).

» L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

Activité antiradicalaire % = [(Abs controle — Abs échantillon) / Abs controle] x100

La réalisation de la cinétique de cette activité a permis de déterminer les concentrations
correspondant a un inhibiteur de 50% (IC50). La valeur la plus faible de I'IC50 indique la plus

grande efficacité de I’extrait.

I1.5.2. Dosage du pouvoir réducteur FRAP

e Principe

Le test FRAP repose sur I’utilisation d’antioxydants comme réducteurs dans une
méthode colorimétrique fondée sur une oxydo-réduction avec un oxydant facilement réductible:
le fer (III). La réduction d’un complexe ferrique-tripyridyltriazine en complexe ferreux-(2,4,6-
tripyridyl-s-triazine): — du fer ferrique (Fe*") [incolore] au fer ferreux (Fe**) [bleu] — peut se
suivre par mesure de I’absorbance a 593 nm. Les mesures d’absorbance sont reliées au pouvoir
réducteur des antioxydants donneurs d’électrons présents dans le composé testé. Le test FRAP
permet ainsi de classer le pouvoir réducteur et le potentiel antioxydant d’un large panel

d’antioxydants testés (Benzie & Strain, 1996).

¢ Protocole

Les solutions entreposées contiennent un tampon d'acétate de 300 mM (3.1g d'acides
acétiques, 3H20 et 16 ml d'une solution acide acétique a 300 mM) a pH 3.6, TPTZ a 10 mM
préparé dans une solution d'acide chlorhydrique a 40 mM et 20 mM de FeCl3.6H20. En
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utilisant un rapport de volume (100:10:10), on a obtenu la solution fraiche de travail en
mélangeant 100 ml de solution tampon d'acétate avec 10 ml de mélange TPTZ et 10 ml de
FeCl3.6H20. Dans des tubes destinés a I'hnémolyse, on combine 0.1 ml d'extrait de différentes
concentrations avec 0.9 ml de la solution FRAP. Suite a une agitation par vortex, les tubes sont
protégés de la lumicre et incubés pendant 4 minutes. L'absorbance des échantillons, qui
représentent le complexe ferrique tripyridiyltriazine, est ensuite déterminée avec un
spectrophotomeétre paramétré sur 593 nm.

Des solutions d'antioxydants standard, telle que la vitamine C, la vitamine E et le
Trolox, sont utilisées comme contrdle positif ; leurs absorbances ont été mesurée dans les
mémes conditions que celle des échantillons. Une hausse de I'absorbance signifie une élévation

du pouvoir réducteur des extraits examinés.

I1.6. L’étude de I’activité antifongique

I11.6.1. Identification de I’isolat de Candida albicans

A ce stade, I’isolat fongique provenant du laboratoire a fait I’objet de tests préliminaires
pour confirmer son identification en tant qu’espéce Candida albicans. Deux tests principaux
ont été réalisés.

e Test du tube germinatif : Une suspension de I’isolat dans un sérum humain a été
incubée a 37°C pendant 3 heures. Une goutte a été¢ observée au microscope, afin de
rechercher la présence de tubes germinatifs ; structures caractéristiques qui permettent
de distinguer Candida albicans des autres levures du genre Candida (Dieng et al.,

2012).

e Test API Candida : Ce test commercial permet de procéder a I’identification des
levures en fonction de leur aptitude a assimiler 10 sources de carbone différentes. Apres
avoir préparé une suspension de levures conformément a la notice de dosage du
fabricant, les puits de la galerie ont été remplis et incubés a 30°C pendant 24 h.
L’interprétation des résultats a été faite selon le guide fourni, qui a permis de confirmer

I’identification comme Candida albicans.
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I1.6.2. L’évaluation de ’activité anti-Candida albicans
Deux méthodes de référence sont employées pour évaluer 1’activité anti-Candida
albicans des extraits :
e Latechnique de diffusion sur milieu Sabouraud solide (méthode des disques).

e [La méthode de diffusion sur puits en milieu Sabouraud.

I1.6.3. Préparation des dilutions
Une série de dilutions des extraits d’algue a été préparée en incorporant I’émulsifiant
diméthylsulfoxyde (DMSO, dans la plage de concentrations mentionnée :

Tableau 2: Diverses concentrations des extraits utilisées dans l'activité anti-Candida albicans

Les extraits Les concentration (mg/ml) par disque
Méthanol 0.15 0.25 0.3 0.4 0.5
Acétone 0.15 0.25 0.3 0.4 0.5
Dichlorométhane 0.15 0.25 0.3 0.4 0.5

11.6.4. Préparation de I’inoculum de Candida albicans

La préparation de I'inoculum implique de cultiver une culture de 24 heures sur milieu
Sabouraud et de I’incuber a 30°C, en plagant quelques colonies pures de cette levure en
suspension dans une solution saline (0.9% de NaCl) afin d'obtenir un inoculum ayant une

densité correspondant a celle du standard McFarland 0.1, mesurée a 625 nm.

I1.6.5. Méthode de diffusion sur disque

Les disques wattman n°3 de 6 mm de diametre ont €té stérilisés par autoclavage pendant
20 min a 120 C°. Les disques stériles ont été placés sur le milieu Sabouraud préalablement
inoculé avec la suspension de Candida albicans (3 disques de la méme dilution par boite) puis
imprégnés par 10 pl de différentes concentrations d’extrait. L’un des disques est imprégné de
DMSO sans extrait servant uniquement de contrdle négatif, ainsi que des témoins positifs
utilisant I’antifongique fluconazole (0,5 mg/ml), et cycloheximide (0,5mg/ml) ont été préparés

en parallele. Apres la pré-diffusion, les boites ont ét¢ incubées a 30 C° pendant 24 a 48 h.

I1.6.6. Méthode de diffusion sur puits
Une suspension de la levure C. albicans a d’abord été étalée sur la surface du milieu
Sabouraud a I’aide d’un écouvillon stérile, puis des puits de 6 mm de diametre ont été réalisés

directement dans le milieu a ’aide d’une pipette Pasteur. Les puits ont ensuite été remplis avec
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50 pl, 35 pl et 25 pl de chaque extrait avec une concentration de 40mg/ml. Le DMSO a été
utilis¢é comme témoin négatif en remplissant un puit sans extrait. Le cycloheximide et le
fluconazole ont été utilis€és comme témoins positifs. Les boites de Pétri ont été incubées pendant

24 3 48 heures a 30°C.

Pour chaque disque et puits, le diametre de la zone d'inhibition a été déterminé a 1’aide
d’un pied a coulisse et I’activité anti-Candida albicans a été classée en activité résistante (D=6
mm), modérément active (6 mm<D<13 mm) et hautement active (D>13 mm) (Billerbeck,

2007). Les données ont été exprimées en millimétres sous forme de valeurs moyennes + écart-

type.
I1.7. Evaluation statistique

Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2021. Les résultats
des tests effectués sont exprimés en moyenne =+ écart-type, n = 3. Les valeurs d’IC50
(concentration inhibitrice & 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir

de la courbe [% inhibition = f (concentrations)].
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Résultats et discussion

I. Résultats d’analyse quantitative des extraits
I.1. Rendement en extrait brut

Les rendements des extraits (méthanol, dichlorométhane et acétone) avec la couleur de
chaque extrait sont illustrés dans le tableau 3 et (Figl2) :

Tableau 3: Les rendements, couleur des différents extraits.

Extrait Couleur Rendement (%)
Méthanol Marron foncé 2.66
Dichlorométhane Marron foncé 1.14
Acétone Marron claire 0.31

2,5

15

Le rendement (%)

0,5

L'extrait

B Méthanol ® Dichlorométhane ™M Acétone
Figure 12: Les valeurs des rendements obtenus pour chaque extrait.

Les résultats ont montré que les rendements de trois extraits varient d’un extrait a 1’autre.
Cela veut dire qu’il y a une différence de diffusion du solvant dans la poudre de 1’algue dans
I’étape de macération et probablement a la nature des solvants utilisés pour 1’extraction. Le
méthanol a généré le rendement le plus important de produits naturels a partir de la biomasse
par 2.66%, suivi par le DCM (1.14%) et I'acétone (0.31%).

Nos résultats montrent une similarit¢ avec 1’étude de Januério et al., (2024) sur
Asparagopsis armata, ou le méthanol a donné un rendement de 2,66 % dans notre étude, tandis
que I’extraction hydroéthanolique dans leur étude a atteint 14,03 %. De plus, les solvants moins

polaires comme 1’hexane et le dichlorométhane ont produit des rendements plus faibles dans
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L’étude menée sur ’algue rouge Asparagopsis armata, collectée sur les cotes
algériennes, a permis de mettre en évidence ses diverses activités biologiques. Les résultats ont
révélé que Defficacité de I’extraction des composés dépend fortement du solvant utilisé. Le
méthanol s’est montré le plus performant en termes de rendement brut (2,66 %), suivi du
dichlorométhane (1,14 %) et de I’acétone (0,31 %). Cependant, la nature des composés extraits
varie également selon le solvant : I’extrait de dichlorométhane a présenté la plus forte
concentration en polyphénols totaux (3,843 mg/g), tandis que I’extrait acétonique s’est
distingué par une teneur plus €levée en flavonoides (0,113 mg/g), deux classes de composés
reconnues pour leurs propriétés antioxydantes.

L’activité antioxydante, évaluée par le test DPPH, a mis en évidence 1’efficacité
remarquable de I’extrait acétonique (IC50 = 0,291 mg/ml), proche de celle de la vitamine C
(0,303 mg/ml), et confirmée par la comparaison avec la vitamine E et le Trolox. De plus,
I’extrait de dichlorométhane a montré une capacité de réduction notable dans le test FRAP
(0,145 mg équivalent vitamine C/ml), soulignant sa potentialité antioxydante.

Sur le plan antifongique, 1’extrait de dichlorométhane a présenté une activité
significative contre Candida albicans, avec des zones d’inhibition variant entre 8,66 = 0,58 mm
et 12,66 = 2,08 mm avec la méthode de disque. L’extrait acétonique a démontré une activité
plus modeste (6 mm a 8 mm), tandis que 1’extrait méthanolique n’a révélé aucune activité. Par
ailleurs, une augmentation du volume appliqué de I’extrait de dichlorométhane a permis
d’observer une extension progressive de ’effet antifongique, atteignant jusqu’a 45 mm de
diametre avec le volume de 35 et 50 pl, montrant ainsi un effet plus élevé que celui des
antifongiques de référence.

Ces résultats soulignent le potentiel considérable des algues marines comme
Asparagopsis armata, en tant que source prometteuse de composés bioactifs. Ils constituent un
point de départ pertinent pour des recherches future.

Nos travaux représentent une étape préliminaire vers des recherches plus larges,
approfondies et intégrées. Plusieurs perspectives peuvent étre envisagées afin de valoriser
davantage le potentiel des algues marines, notamment Asparagopsis armata. 1l serait tout
d’abord pertinent de mener une étude cartographique et un inventaire plus détaillé afin de mieux
cerner la diversité spécifique et la répartition géographique de ces algues. Par ailleurs, une
évaluation comparative des différentes méthodes d’extraction permettrait de déterminer leur
influence sur la composition chimique des extraits ainsi que sur leurs activités antioxydantes et
antimicrobiennes. L’isolement et la caractérisation précise des composés bioactifs, a 1’aide de

techniques analytiques avancées, constitueraient une €tape clé pour mieux comprendre les
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mécanismes d’action. Enfin, I’exploration d’autres propriétés biologiques, tant in vitro qu’in
vivo, telles que les activités anti-inflammatoire, anticoagulante ou encore anticancéreuse,

ouvrirait de nouvelles pistes d’application dans le domaine pharmaceutique.
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Annexes

Les compositions des milieux de culture

1. Gélose Sabouraud

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée

Peptone de caséine 5g
Peptone de viande 5¢g
Glucose monohydraté 40g
Chloramphénicol 0.5g
Agar 15¢

pH final 5,6£0,2




