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RESUME

Malgré son ancienneté, 1’étude de la chimie des plantes a été toujours d’une
brilante actualité. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente
une source importante d’une immense variété de molécules bioactives. Notre travail
a pour objectif d’évaluer ’effet antibactérien des extraits de 1’Azolla qui est une
fougére aquatique flottante a croissance trés rapide. D’abord, et pour pouvoir
optimiser le rendement en extraits ; un prétraitement des échantillons par ultrason a
¢été réalisé. Deux méthodes ont été optées pour extraire les composés actifs présents
dans les échantillons (macération et décoction), en utilisant cinq solvants de polarités
différentes: eau, méthanol, eau/méthanol (20:80 ; v/v), eau/acétone (10:90 ;v/v) et le
chloroforme. L’activité¢ antibactérienne des extraits obtenus a été étudiée par la
méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solides sur trois souches
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa). Les résultats
ont révélé que le rendement le plus €élevé a été noté pour l'extrait méthanolique (26,5
%), cependant, les plus faibles valeurs ont été notées pour I'extrait chloroformique de
I'ordre de 6,2 %. Ainsi, les différents extraits ont montré une activité inhibitrice sur

les souches testées.

Mots clés : Azolla; Composés bioactifs; Ultrason; Activité antibactérienne ;

Staphylococcus aureus ; Escherichia coli ; Pseudomonas aeruginosa
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Abstract

Despite its age, the study of plant chemistry has always been very relevant. This is
mainly because the plant kingdom represents an important source of a huge variety
of bioactive molecules. Our work aims to evaluate the antibacterial effect of]
extracts of Azolla, which is a very fast growing floating aquatic fern. First, and to
be able to optimize the yield of extracts; ultrasonic pretreatment of the samples was
carried out. Two methods were chosen to extract the active compounds present in
the samples (maceration and decoction), using five solvents of different polarities:
water, methanol, water / methanol (20:80; v / v), water / acetone (10 : 90; v / v) and
chloroform. The antibacterial activity of the extracts obtained was studied by the
method of diffusion of the discs on a solid agar medium on three strains
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa). The results
revealed that the highest yield was noted for the methanolic extract (26.5%),
however, the lowest values were noted for the chloroform extract of around 6.2%.

Thus, the various extracts showed inhibitory activity on the strains tested.

Keywords: Azolla; Bioactive compounds; Ultrasound; Antibacterial activity;

Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa
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Introduction Générale

Intfroduction générale

(l)epuis I’antiquité, les produits naturels, notamment ceux d’origine végétale ont toujours

été une source importante d’agents thérapeutiques. Environ 25-30% de tous les médicaments
disponibles pour le traitement des maladies sont dérivés des produits naturels (des plantes, des

animaux, des bactéries et des champignons) (Djeridane et al., 2010).

Les bactéries sont ubiquitaires dans notre environnement. Leur mode de vie principal est

sous forme de bio film. Les bactéries au sein de ces bio films, qu’elles soient pathogenes ou non,
sont capables de s’adapter et de résister a de nombreux stress. La présence de ces communautés
bactériennes, capables de persister sur les surfaces, représente, un probléme préoccupant dans
certains domaines, notamment dans les environnements médicaux ou ceux des industries
agroalimentaires (Marion, 2017). Elles désignent des organismes cellulaires simples, dépourvus
de chlorophylle, et visibles uniquement au microscope. Elles sont des éléments, qui
n’appartiennent ni au régne végétal, ni au régne animal et qui d’habitude trouvées en trés grand
nombre parce qu’ils peuvent se multiplier rapidement (Bruyére, et al, 2008). Ce sont des
procaryotes : leur ADN est contenu dans un seul chromosome qui n’est pas contenu dans un
noyau. Les trois formes basiques, toutes présentes dans le sol, sont les coques (sphériques ou de
forme ovale), les bacilles (en forme de batonnet) et les bactéries de forme spiralée. Pour
I’essentiel, la bactérie se reproduit par division cellulaire, ¢’est-a-dire qu’une cellule se sépare en
deux et donne deux cellules qui elles-mémes se diviseront et ainsi de suite. (Jeff et Wayne,
2008). Les bactéries pathogenes spécifiques désignent des germes qui déclenchent une infection

caractéristique chez un sujet sain (Bruyére, et al, 2008).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur [’usage des

antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi-résistantes d’ou 1’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux

médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).
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Introduction Générale

Fn effet, le développement de la résistance des micro-organismes aux divers

antibiotiques préoccupent les spécialistes en médecine. Le développement de nouveaux agents
thérapeutiques s’aveére indispensable pour lutter contre les phénomenes de la résistance

bactérienne (Boukhatem, 2017).

/qu cours de ces derniéres années, la recherche de nouveaux procédés basés

principalement sur I’utilisation de molécules extraites de facon naturelle a connu un regain
d’intérét dans la plupart des recherches scientifiques. De ce fait, il est intéressant d’étudier des
plantes, dont le but est d’exploiter de nouveaux composés comme alternatives aux produits

chimiques (Labiod, 2015).
Les molécules bioactives sont des constituants extra nutritionnels participant dans les

activités physiologiques ou cellulaires chez les humains et les animaux en fournissant des
activités biologiques ; antioxydants, anti-inflammatoires, anti-cancérigénes protégent contre les
troubles métabolique (Kris-Etherton et al, 2002). Ils représentent une gamme diversifiée de
molécules non nécessaires pour la vie des cellules mais jouant un role majeur dans I’interaction

entre les cellules et I’environnement (Verpoorte et Alfermann, 2013).

Le régne végétal, représentant une source importante d’une grande variété de molécules

bioactives qui ont été mises a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en

pharmacie (Bahorun et al ., 1996).

L Azolla est 1'une des sources alimentaires qui pourrait constituer un bon ingrédient

pour ’alimentation animale. Azolla est une fougere aquatique flottante a croissance rapide a la
surface de I'eau. C'est un bio-engrais courant dans la culture du riz (Chander et Kumar, 2017). La
teneur plus élevée en protéines brutes (plus de 20%) et la présence d'acides aminés essentiels
(haute teneur en lysine), de vitamines comme A et B et de minéraux comme le calcium, le
phosphore, le potassium et le magnésium ont fait d'4zolla un complément alimentaire utile pour

le bétail, la volaille, lapin et les poissons (Rajesh, 2020).

L2 Azolla comme plante aquatique de trés bonne valeur nutritive qui pourrait étre une

bonne source de protéines et de fibres, sa teneur en protéines est proche de celle du soja (Liu et
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Introduction Générale

al ., 2010). De méme, Comparativement aux autres plantes aquatiques (/pomea aquatica et
Lemna minor), 1’Azolla contient approximativement la méme quantité de protéines (27,5 % en
moyenne), mais elle est plus riche en parois végétales (47,3% en moyenne). En terme d’acide
aminé L’Azolla contient en moyenne 5 g lysine/100 g protéines et a un profil relativement bien

équilibré (Leterme et al, 2009).

L utilisation d’Azolla en alimentation animale est utilisé depuis de nombreuses années

dans toute l'Asie et dans certaines régions d'Afrique pour nourrir les porcs ; les canards, les

poulets, les bovins, les poissons, les moutons et les chévres et les lapins (Rajesh, 2020).
Il existe au moins huit espeéces d'azolla dans le monde; Azolla caroliniana, Azolla

circinata, Azolla japonica, Azolla mexicana, Azolla microphylla, Azolla nilotica, Azolla pinnata

et Azollarubra (Malek et al, 2008).

_ﬂinsi, selon Chander et Kumar, 2017, 1’Azolla produit plus de 4 a 5 fois des protéines

d'excellente qualité par rapport a la luzerne. En outre, la production de biomasse est de pres de 4

a 10 fois supérieure que la luzerne.

L Azolla se trouve naturellement dans les étangs, les fossés et les zones humides des

régions tempérées et tropicales chaudes du monde entier. Il nécessite de la lumiere pour la
photosynthése et pousse bien a 'ombre partielle. Généralement, Azolla a besoin de 25 a 50 % de
lumiére. Elle flotte comme une petite masse verte compacte et plate. Dans des conditions idéales,
il croit de maniére exponentielle, doublant sa biomasse tous les trois jours (Chander et Kumar,

2017).
La valorisation de molécules obtenues de I’Azolla est un potentiel économique

important et un outil de 1’émergence et du développement du nouveau concept de la chimie
verte. C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de recherche dont I’objectif est d’évaluation
de ’effet antibactérien des extraits des Azollas récoltées de la région de Honaine — Wilaya de

Tlemcen. Ainsi que I’optimisation de leur extraction.
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Introduction Générale

Pour pouvoir atteindre cet objectif, notre étude s’articule autour de trois volets :

1. Reécolte de I’ Azolla et préparation de la matiere seche ;

Séechage et broyage.

Ll

i

Prétraitement par Ultrason

2.  Extraction des composés bioactifs et optimisation des conditions d’extraction
O Macération et décoction aux différents solvants
1 Comparaison des rendements d’extraction avec et sans prétraitement.
o Comparaison des rendements d’extraction des différents solvants

3. Valorisation des extraits bioactifs des Azollas ;

g Evaluation de [’effet antibactérien

Page 4
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Chapitre 1 Matériel & Méthodes

I. Matériel et Méthodes :
I.1. Objectif du travail

L’objectif de notre travail est I’évaluation du pouvoir antibactérien des extraits de
I’Azollas récoltés de la région de Honaine — Wilaya de Tlemcen. Ainsi que ’optimisation des
conditions de leur extraction. Le protocole expérimental qui montre les différentes étapes du

travail est représenté dans la figure 1.

1.2. Période et lieu de travail

Les analyses et testes ont été réalisé au niveau du laboratoire de science alimentaire et de
microbiologie de la Faculté de science de la nature et de la vie, Université Ibn Khaldoun-Tiaret

durant la période entre 12 Avril et 05 Juin 2021.

I. 3. Matériels et produits :

Le matériel utilisé pour réaliser cette ¢tude est composé de verreries, d'équipements et
d'appareils. Il comprend aussi un ensemble de réactifs et produits chimiques qui sont représentés

dans le tableau 0O1.

Tableau 01: Matériel et produits utilisés dans les différentes analyses.

Verriéres et autres Appareillage Réactifs et produits
e Ballon en verre B Agitateur - Eau distillée
e Béchers 0 Ftuve - Méthanol
e Entonnoirs o Centrifugeuse - Acétone
e Eprouvettes H Balance électrique - Chloroforme
* Erilen meyer B Ultrason - Diméthylsulfoxyde
* Etiquettes - B Réfrigérateur -~ (DMSO)a 1%
* F19les jaugees - Papier filtre Whatman
e Micropipettes
e Papier aluminium
e Papiers filtre
e Boites de pétri
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Chapitre 1 Matériel & Méthodes

Reécolte de I’Azolla

'

[ Préparation de la matiere seche ]

[ Séchage ] l [ Broyage ]

Traitement par Ultrason

Extraction des composés bioactifs

[ Macération ] <« L—» [ Décoction ]

a l'obscurité sous a l'obscurité sous
agitation magnétique reflux
(24 h) 3h

1 g dans 60 mL de chaque solvant

-

Eau,

M¢éthanol

Eau/méthanol (20:80 ; v/v)
Eau/acétone (10:90 ;v/v)
Chloroforme.

!

Filtration
Evaporation Centrifugation

'

[ Ré<idu sec ]

;

Evaluation du pouvoir antibactérien

nooono

o

Figure 1: Protocole expérimental
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Chapitre 1 Matériel & Méthodes

I.3. 1. Matériel végétal :

Le matériel biologique de notre étude est 1’ Azolla (Figure 2). Il s’agit de petites fougeres
aquatiques flottantes originaires du sud-est asiatique a 1'Afrique de 1'Est. Elle appartient a la
famille des Salviniaceae. La récolte des échantillons de 1’Azolla a été faite le 12 Avril 2021 au
niveau de la région de Honaine — Wilaya de Tlemcen. Le prélévement des échantillons se fait
manuellement a partir des bassins de culture (Figure 3). Les échantillons doivent étre transportés
dans une glaciere. Leur conservation doit se faire a 4°C et a I’obscurité au laboratoire jusqu’a la

préparation pour I’analyse.

Figure 2 : Site de I’échantillonnage de I’ Azolla dans la région de Honaine, Wilaya de

Tlemcen (Photo originale)
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Chapitre 1 Matériel & Méthodes

Figure 3 : Echantillonnage de I’Azolla (Photo originale)

1.3.2. Matériel biologique :
Afin de tester 1’effet antibactérien des extraits obtenus, trois souches bactériennes ont été
utilisées (Tableau 2), elles sont des germes :
e Gram négative : Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.
e Gram positive :Staphyloccocus aureus

Tableau 02 : Classification des différentes souches bactériennes testées

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa  Staphylpccocus aureus

Regne Bactéria Pseudomonas bacteria

Division  Proteobacteria Proteobacteria firmicutes
Classe Gamma proteobacteria ~ Gammaproteobacteria Bacilli
Ordre Enterobacteriaceae. Pseudomonadales Bacillales
Famille Enterobacteriaceae Pseudomonadaceae Staphylococcaceae
Genre Escherichi Pseudomonas migula Staphylococcus
Espéce E. Coli Pseudomonas aeruginosa Staphyloccocus aureus
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Chapitre 1 Matériel & Méthodes

1.3.3. Milieux de culture :
Les milieux de culture utilisés pour ensemencer les bactéries a tester sont les suivants :

Mueller Hinton (MH), Chapman, Macconkey, Gélose nutritive (GN).

1.4 . Préparation des échantillons :

Les échantillons d’Azolla ont été soigneusement lavés avec de 1'eau du robinet suivie d'un
ringage a l'eau distillée et d'un séchage a 'ombre pendant 7 jours. La poudre fine a été obtenue a
partir de la maticre séchée en utilisant un broyeur mélangeur de cuisine. La poudre végétale a été

stockée sous dessiccateur afin de 1’utiliser pour I’obtention des extraits.

Figure 4 : Préparation de la maticre séche de 1’Azolla (Photo originale)

L.5. Prétraitement par ultrasons

Cette partie du travail vise a étudier la possibilité d’améliorer le rendement de l'extraction
des composés bioactifs pour une éventuelle production industrielle. Elle consiste a étudier
I’impact d’un traitement par ultrason sur l'amélioration du rendement de l'extraction par la
comparaison de deux échantillons identiques de la méme espeéce végétale avec ou sans traitement
par ultrason. Les ultrasons sont des ondes mécaniques a une intensité entre 20 et 100 kHz ils
sont utilisés pour I’extraction des aromes et bien d’autres molécules des plantes. L'extraction par
ultrasons donne des rendements plus ¢€levés, des extraits de haute qualité avec un composé
complet. Le mécanisme le plus probable par lequel les ultrasons opérent est 1’intensification du

transfert de masse et la facilitation de I’acces du solvant a I’intérieur des cellules végétales (Assis

Jacques, 2007).
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Par rapport aux méthodes d'extraction classiques, 1’extraction par ultrasons améliore
I’efficacité de I'extraction et le rendement, réduit la température d'extraction et augmente les
intervalles de sélection de solvants (Romanik et al., 2007).

Apres le séchage et le broyage des échantillons de I’Azolla, 30 g ont ét¢ mis dans des

flacons en verre et on les a exposé aux ultrasons pendant 3 a 4 min (Figure 5).

Figure 5 : Traitement par Ultrason (Photo originale)

I. 6. Extraction des composés bioactifs de la matiere séche de I’Azolla :

L’Azolla est I’'une des sources alimentaires qui pourrait constituer un bon ingrédient pour
I’alimentation animale. La teneur plus élevée en protéines brutes (plus de 20%) et la présence
d'acides aminés essentiels (haute teneur en lysine), de vitamines comme A et B et de minéraux
comme le calcium, le phosphore, le potassium et le magnésium ont fait d'Azolla un complément

alimentaire utile pour le bétail, la volaille, lapin et les poissons (Rajesh, 2020).

Dans cette étude, on a essay¢ d’étudier la possibilité d’utiliser les extraits bioactifs de la
matiere seche de I’ Azolla comme des antibactérien. Pour se faire, nous avons procédé d’abord a
I’extraction des composés bioactifs en utilisant les solvants organiques et une solution aqueuse.
Les composés bioactifs y compris les lipides des plantes sont stockés au sein des cellules qui

peuvent €tre protégées par une ¢épaisse paroi. Ainsi, leur extraction nécessite donc une étape
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visant a fragiliser les parois cellulaires afin de les rendre accessibles aux solvants. Pour ce faire,
plusieurs traitements sont possibles : le broyage, les ultrasons (Kim et al., 2013), les micro-ondes
(Koberg et al., 2011), les chocs osmotiques, la lyse enzymatique, etc (Cho et al., 2013).

Dans notre étude, pour pouvoir augmenter le rendement en extraits ; un prétraitement des

échantillons par ultrason a été réalisé.

L'acétone et le méthanol sont les principaux solvants utilisés pour l'extraction des
pigments. Le méthanol a quelques avantages pour l'extraction, tels que la volatilité inférieure par
rapport a 'acétone, et produit également des pics avec une résolution plus élevée par rapport aux
pigments extraits dans l'acétone. Le solvant d’extraction idéal des lipides marins doit non
seulement satisfaire les criteéres mentionnés précédemment mais aussi posséder un point

d’¢ébullition faible afin de faciliter son élimination (Dejoye Tanzi, 2013).

Dans notre étude, deux méthodes ont été optées pour extraire les composés actifs présents
dans les échantillons (macération et décoction), en utilisant cinq solvants de polarités différentes:

eau, méthanol, eau/méthanol (20:80 ; v/v), eau/acétone (10:90 ;v/v) et le chloroforme (Figure 6).

1.6.1. Extraction par macération

Un échantillon de 1g de poudre végétal est soumise a macération dans des déférents
mélanges de 60 ml de chaque solvants (eau ; méthanol ; eau/méthanol 80/20 : v/v ; eau /acétone
90/10 : v/v ; chloroforme), I’ensemble étant hermétiquement fermé avec une couche du papier
aluminium, a 1’obscurité sous agitation magnétique (25°C pendant 24 heures).

Les mélanges sont filtrés puis évaporés dans une étuve a 37 °C a I’exception d’eau
distillée qui a été centrifugée.

Les extraits obtenus vont €tres tester comme antibactériens sont considérés comme des

¢léments bioactifs.

1.6.2. Extraction par décoction

On met 1g de maticre séche de la plante d’Azolla dans 60 ml de chaque solvant (eau ;
méthanol ; eau/méthanol 80/20 : v/v ; eau/acétone 90/10 : v/v ; chloroforme) I’ensemble étant
hermétiquement fermé avec une couche du papier aluminium, a 1’obscurité sous reflux (a 25°C

pendant 3h).
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Les mélanges sont filtrés, puis évaporés dans 1’étuve a 37 °C a I’exception d’eau distillée
qui a été centrifugée.

Les extraits sont considérés comme des éléments bioactifs.

1.6.3. Calcul du rendement
Le rendement d’extraction est définit comme étant le rapport entre la masse de

bioactive obtenue et la masse initiale du matériel végétal a traiter.
Le rendement d’extraction est calculé a partir de 1’équation suivante :
R (%) = = x100
= X
“ T Mt
D’ou:

Me : Masse d’extraits en g;

Mt : Masse totale de la matiere séche en g.
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o
2]

: jout de 60 ml de
chaque solvant

Poudre d4zolla pinnata ~ Mises-en ultrasons Agitation a Iobscurité

Un résidu sec

- Filtration

Culot Centrifugation de
solution aqueuse

Figure 6: Etapes d’extraction des composés bioactifs (Photos originales)
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I. 7. Valorisation des composés bioactifs obtenus :

I. 7.1. Ré-identification des souches bactériennes et vérification de leur pureté :

Cette étape est trés importante, puisqu’elle facilite la caractérisation des souches
bactériennes. Pour la purification des souches, il faut qu’aprés incubation et a partir des colonies
isolées sur les différents milieux sélectifs utilisés, on vérifie immédiatement la pureté par 1’étude

morphologique et biochimique.

a. Etude morphologiques

+ Examen macroscopique

Cette étude est basée sur 1’observation visuelle de la culture des isolats sur milieu sélectif

MH ; pour caractériser la taille, la forme et la couleur des colonies.
+ Examens microscopique

L’examen est effectué par la coloration de Gram.

Principe :

La coloration de Gram est une technique qui permet de mettre en évidence les propriétés
de la paroi bactérienne. Elle permet de colorer les bactéries et de distinguer leur aptitude a fixer
le violet de gentiane (Gram+) ou la fuchsine (Gram-). Cette opération se déroule en (07) sept

¢étapes :
Mise en ceuvre pratique (Cavallo, 2007):

4+ Réaliser un frottis sur une lame de microscope a partir d’une suspension bactérienne,
agiter la suspension afin de I’homogénéiser et d’éviter d’avoir un culot au fond du tube.

+ FEtaler une goutte de la suspension bactérienne sur une lame propre.

4+ Procéder a la fixation du frottis en faisant passer la lame trois fois dans la flamme du bec
Bunsen.

4+ Plonger la lame pendant une minute dans le violet de gentiane, puis rincer a I’eau
Distillée.

+ FEtaler le Lugol et laisser agir une minute puis rincer a I’eau distillée. (Cette étape a pour

but de stabiliser la coloration violette).
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+ Verser goutte a goutte de I’alcool sur la lame inclinée obliquement. Surveiller la
coloration (15 a 30 secondes). Le filet doit étre clair a la fin de la décoloration. Rincer
avec de I’eau distillée.

% Si I’alcool pénetre dans la bactérie, la coloration au violet de Gentiane disparait. Les
bactéries donc sont de type Gram-

¢ Si I’alcool ne traverse pas la paroi, on est en présence de bactéries Gram+.

4 Réaliser une contre coloration avec de la fuchsine : laisser agir 30 secondes a une minute,
laver doucement a I’eau distillée. Puis Sécher la lame entre 2 feuilles de papier buvard.
Enfin, observer a I’objectif a I’huile d’immersion (x100).

Lecture :

Les bactéries Gram+ apparaissent en violet foncé, tandis que les bactéries Gram- sont

colorées en rose.

b. Etude biochimique :
L’examen est effectué par le Test catalase.
Principe :

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. Elle intervient dans la dégradation d’eau oxygénée (H,O;) produit au

cours du métabolisme aérobie en empéchant son accumulation dans la cellule bactérienne.

Mise en ceuvre (Freney ef al, 2007):

+ Déposer sur une lame de verre une ou deux gouttes d’eau oxygénée (10V).
+ Prélever a I’aide de I’effilure de pipette pasteur un fragment de colonies et dissocier la
culture dans 1’eau oxygénée.

Lecture :

La présence d’une catalase se traduit en quelque seconde par la formation de bulles

d’oxygene.
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1. 7.2. Evaluation de I’activité antibactérienne :

1. Antibiogramme :

O Principe :

C’est une méthode qui reflete 1’aspect quantitatif de sensibilité bactérienne aux antibiotiques.
Elle est d’un intérét capital pour le clinicien qui doit établir ou rectifier une thérapie déja

entreprise.

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un ou
plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique. Il sert également a :

4+ La surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne.

+ L’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles.

La sensibilité aux antibiotiques est étudiée par la méthode de diffusion en milieu solide par la
méthode de disque, selon les recommandations du Comite de 1’Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie (CASFM, 2012). Cette méthode permet de déterminer la sensibilité
des bactéries a croissance rapide vis-a-vis d’une gamme d’antibiotiques (Francois, 2000;

Cavallo, 2007).
1 Protocole :

Dans notre travail on a évalué I’activité antibactérienne avec le mélange des extraits par

différents concentrations et aussi pour chaque extrait a part.
2. Repiquage des souches bactériennes :

Les différentes souches bactériennes ont été¢ repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies

isolées. Les colonies isolées ont servi a préparer I’inoculum (Moroh et a/, 2008).
O Préparation de ’inoculum :

A partir d'une culture jeune de 18 a 24 heures, des colonies isolées sont prélevées puis
mises dans 09 ml d'eau physiologique, aprés homogénéisation de la suspension bactérienne,

I'absorbance de la suspension est ajustée a une absorbance de 0,5 a 625nm.
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8 Préparation de déférentes concentrations des extraits :

Le mélange des extraits est dissout dans le DMSO, le test antibactérienne a été effectué

avec quatre concentrations : 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4mg/ml.
En parall¢le chaque extrait a part est mis dans le DMSO.
O Ensemencement et dépot des disques :

Des boites de pétri coulées avec le milieu gélosé Mueller Hinton de 4mm d'épaisseur,
sont ensemencées, par écouvillons stérile, a partir de suspensions de souches tests de 10°
UFC/ml, des disques de papier Whatman stériles sont déposés dans des boites de pétri stérile
puis imprégnés avec un volume de 20ul des différents extraits de plante. D’autres disques,
imbibé¢ de DMSO sont utilisés comme témoins négatif. Des antibiotiques sont effectués en

paralléle avec les antibiogrammes (témoins positif).

Les boites de Pétri sont mises au réfrigérateur a 4°C pendant trois heures pour un pré
diffusion. Des zones d’inhibition autour des disques sont mesurées en millimetres apres

incubation a 37°C/24 heures pour les souches bactériennes. (Bansemir et al., 2006).

I. 8. Analyses statistiques :

L’analyse statistique est effectuée en utilisant le logiciel statistique informatisé
STATISTICA. Tous les analyses et dosages des échantillons ont été réalisés en triplet dans un

ordre aléatoire et des moyennes ont été considérées (sous forme de moyenne + €cart type).
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Chapitre 2 Résultats et Discussions

I1. Résultats et Discussions :

Dans cette partie, nous allons présenter et interpréter les résultats obtenus des
différents dosages et analyses réalisés afin d’évaluer le rendement d’extraction des deux
méthodes et solvants utilisés pour 1’obtention des composés bioactifs des Azollas récoltés

d’une part, et d’évaluer leur pouvoir antibactérien d’autre part.

I1.1. Identification de I’espéce d’Azolla récoltée:

Il existe au moins huit especes d'Azolla dans le monde; Azolla caroliniana, Azolla
circinata, Azolla japonica, Azolla mexicana, Azolla microphylla, Azolla nilotica, Azolla
pinnata et Azollarubra (Malek et al, 2008). L’espére collectée « Azolla pinnata » a été
identifiée et authentifiée par Dr. Ali Nehari A., Maitre de Conférences en Biotechnologie

en basant sur des critéres généraux comme la pigmentation et la structure biologique.

I1. 2. Extraction des composés bioactifs :

L’extraction des composés bioactifs est une opération trés délicate. D’une part, car
elle nécessite une procédure susceptible a décomposer la paroi cellulaire afin d'extraire les
composés bioactifs qui sont renfermés dans la cellule et d’autre part, tout en minimisant les
risques de les endommager. Pour cela, un traitement avec ultrasons a été¢ réalisé pour
faciliter ’opération d’extraction. Aussi, nous avons utilisé des solvants, qui ont la capacité

de pénétrer a la paroi cellulaire, avec une polarité correspondante aux molécules cibles.
II. 2. 1. Rendements des extractions :

Les résultats de 1’extraction par les deux méthodes et dans les différents solvants
utilisés (eau, méthanol, eau/méthanol (20:80; v/v), eau/acétone (10:90 ;v/v) et le
chloroforme) sont présentés dans le tableau 3. A travers ces résultats d'extraction de la
matiere seche de 1’Azolla, on a pu constater que le rendement le plus ¢élevé a été noté pour
l'extrait méthanolique (26,5 % (g/g), cependant, les plus faibles valeurs ont été notées pour
l'extrait chloroformique de I'ordre de 6,2 % (g/g). Ces résultats sont en concordance avec

ceux trouvés par Kherraf, (2018) et Djamai, (2019).

Il est a noter que le choix de ces solvants ¢était basé sur les résultats de plusieurs
travaux précédents qui ont montré que le rendement d'extraction augmente de manicre

significative avec l'utilisation d'éthanol aqueux ou du méthanol aqueux par rapport a des
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extractions aux solvants organiques purs (Kherraf, 2018; Mussatto et al., 2011; Vazquez et
al., 2008). Chaouche, (2014), a expliqué ce comportement par le fait que la présence de
I’eau déstabilise les parois cellulaires ; ce qui va favoriser la pénétration profonde dans la
matrice cellulaire, et par conséquent, le solvant va étre en liaison avec une quantité plus
grande de soluté, favorisant ainsi un bon rendement d’extraction. Aussi, le rendement

d’extraction dépend de la polarité et la nature des solvants utilisés (Franco et al., 2008).

Tableau 3: Rendement d’extraction par les différents solvants utilisés.

Rendement d’extraction (%)

Solvant Utilisé

Macération Décoction
Méthanol 23.8 26.5
Meéthanol (80%,) 13.07 14.7
Acétone (90%) 9.5 10.6
Chloroforme 6.2 7.4
Eau 14.3 12.5

B8 Rendement d’extraction par décoction :

Il ressort a travers 1’observation des rendements d’extraction, que le méthanol
donne le meilleur rendement d’extraction soit de 26.5 %, alors que le chloroforme donne le

plus faible rendement (7.4 %).

Le rendement d’extraction des autres solvants : Eau/méthanol, Eau/acétone, Chloroforme

varie entre 10.6 % et 14.7 %

B8 Rendement d’extraction par macération :

Les résultats des rendements obtenus par macération montrent que le méthanol est
le meilleur solvant d’extraction (23.8 %) suivi par 1’eau (14.3%), puis eau/méthanol

(13.7%). Alors que le chloroforme a donné le plus faible rendement (6.2 %).

La différence de rendement observée entre les extraits pourrait s’expliquer par le
fait que le méthanol est un solvant organique avec une forte polarité qui fixerait plus de

composés par rapport a I’eau et plus efficace dans 1’extraction. Cette différence revient de
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type de solvant influe sur le rendement des polyphénols totaux, la polarité, la composition
chimique du plante et le rapport de solubilité des molécules dans ces solvants (Brama,
2002). Des ¢études antérieures ont montré que le méthanol donne de meilleurs taux
d’extraction est aussi hautement sélectif pour les composes phénolique Spigno et al.,
(2007) . D’aprés Quan et al., (2013), le rendement d’extraction dépend de plusieurs
paramétres tels que: le solvant, le pH, la température, le temps d'extraction et la

composition de I'échantillon.

Figure 7 : Extraits dans les différents solvants (Photos originales).
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II. 3. Résultats de la ré-identification des souches :

I1.3.1. Etude morphologique
a. Tests macroscopiques
L'observation macroscopique des souches (Escherichia coli, Pseudomonas auroginosa et

Staphylococcus aureus) nous a permis de décrire les colonies obtenues sur milieu solide (Figure 8).

A B C

Figure 8: Observation macroscopique des souches cliniques sur des milieux sélectifs.
A : Escherichia coli, B : Pseudomanas aeruginosa, C : Staphylococcus aureus

b. Tests microscopiques

Les résultats de 1’observation microscopique des souches bactériennes testées sont
représentés dans le Tableau 4. Apres la réalisation de coloration de gram pour les germes
isolés, on a obtenu des cellules colorées avec le rose ce qui confirme qu’il s’agit de
bactéries a Grams négatif (Escherichia coli, Pseudomanas aeruginosa), et des cellules

colorées en violet qui correspond aux bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus).
I1.3.2. Etude biochimique :
O Test de catalase :

D’apres les résultats trouvés, nous observons le dégagement des bulles d’air apres
le dépdt de I'eau oxygénée sur les colonies cible (Figure 9), cela confirme que nos
souches ; Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sont des

catalases positif.
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Tableau 4 : Résultats de I’observation microscopique des souches bactériennes :

Souches Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas
aeruginosa

Gram et mode Gram négatif, Gram positif, cocci Gram négatif, bacilles

de bacilles avec arrondies isolées en avec extrémités

regroupement  extrémités arrondies diplocoques ou en grappe  arrondies
(coccobacilles) de raisin

Observation
microscopique

- Dégagement
des bulles d’air

Figure 9 : Résultat du test de catalase
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II. 4. Valorisation des extraits bioactifs de 1’Azolla :

Le deuxieme volet de notre étude a été consacré a étudier la possibilité d’utiliser les

extraits bioactifs de la matiere séche de 1’azolla comme des antibactériens.

I1. 4.1. Evaluation de P’activité antibactérienne des extraits obtenus :

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérienne des extraits préparés du

I’Azolla pinnata par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solides.
g Avec le mélange des extraits :

L’activité antibactérienne des extraits a été¢ estimée en termes de diamétre de la
zone d’inhibition autour des disques contenant les différentes concentrations de mélanges
des extraits obtenus par les différents solvants vis-a-vis les bactéries Gram (+):
Staphylococcus aureus, et Gram (-) : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. Les

résultats sont présentés dans le tableau 5 et la Figure 10.

Tableau 5 : Diameétre des zones d’inhibition du mélange des extraits obtenus par les le

mélange de extraits

Concentration (mg/ml)

Souches 1 2 3 4
E . coli

- 7,5+ 1,15 6,5+ 0,57 10+ 1,15

S. aureus

- - 9,5+ 0.6 9,5+ 0,58

P. aeroginosa

Dans la présente étude, les activités du mélange des extraits composés par les
¢léments bioactifs de 1’Azolla pinnata contre les souches bactériennes testées et qui sont
qualitativement évalué par la présence ou 1’absence d’une zone d’inhibition, sont comparées avec
celles des antibiotiques standards cités dans le tableau 6. Selon ces résultats, la croissance de la
souche S. aureus a été inhibée par les deux concentrations 3 et 4 mg/ml, avec une zone
d’inhibition qui égale a 9,5 mm. Une activité €élevée a été remarquée pour la souche E coli
avec une concentration de 2 et 4 mg/ml, égale a 7.5 et 10 mm respectivement. Par contre

aucune activité n’a été trouvée pour la souche Pseudomonas aeruginosa.

Page 25



Chapitre 2 Résultats et Discussions

Diameétre en mm

12

10

Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

Figure 10 : Diamétre des zones d’inhibition avec les différentes concentrations du

mélange des extraits
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Tableau 6 : Résultats de 1’antibiogramme du mélange des extraits

Souches Effet de mélange des extraits Effet de DMSO et d’antibiotique

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

DMSO : Témoin Négatif
MT Métronidazole ;0X Oxacilline ; PE Pénicilline : Témoins positifs
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B Avec les différents extraits :

Les résultats de I’activité antibactérienne pour les extraits obtenus par chaque solvant

séparément sont présentés dans le tableau 7 et la figure 11.

Tableau 7 : Diameétre des zones d’inhibition pour chaque extrait des différents solvants

Les différentes fractions d’extrait

Sm,lc'h es Eau Meéthanol Eau/méthanol Eau/ acétone Chloroforme
bactérienne
E coli - - - 9,5 7
S . aureus - 10 7 16 8

P. aeruginosa - - - - -

20 -
M Escherichia coli
18 -
16 - 1 Staphylococcus aureus
14 -

B Pseudomonas aeruginosa

Diameétre en mm

ED Méth Eau/méth Eau/ acéton Chlorof

Figure 11 : Diamétre des zones d’inhibition avec les différentes d’extraits
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Le tableau 8 indique les résultats de DI’antibiogramme de chaque extrait des
différents solvants utilisés.

Tableau 8: Résultats de I’antibiogramme des différents extraits

Souches bactériennes Résultats

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa
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I1 a été constaté que :

@ L’extrait d’eau/acétone donne une meilleure activité sur la souche bactérienne S.
aureus avec un maximum d’inhibition égale a 16 mm. Puis sur E. coli avec une

moyenne d’inhibition de 9 ,5 mm.

)%

L’extrait du méthanol a donné une zone d’inhibition sur S.aureus de 10 mm.

)%

L’extrait de chloroforme inhibe la croissance du S. aureus et E. coli avec un
diameétre égal a 08 mm et 07 mm, respectivement.
@ L’extrait d’eau/ méthanol a un impact sur S.aureus de 07 mm de zone

d’inhibition.

)%

Aucun effet de ’extrait obtenu par 1’eau sur les différentes souches bactériennes.

}%

La souche Pseudomonas earuginosa a montré une résistance contre les différents

extraits.

Il a été démontré que la croissance de plusieurs bactéries, champignons et levures
est inhibée par les tanins. Leur structure chimique leur confére une capacité tres
développée de se fixer sur des molécules telles que les alcaloides, la gélatine, les
polysaccharides, et essentiellement les protéines (Djemai, 2009). Du fait que la principale
cible des composés naturels est la membrane bactérienne, 1’activité antibactérienne des
substances naturelles s’explique par la lyse de ces membranes. Les huiles essentielles,
polyphénols, flavonoides, alcaloides voire méme les tanins pourraient induire une fuite
d’ions potassium au niveau de la membrane et par voie de conséquences des lésions

irréversibles au niveau de cette membrane (Djahra, 2014).

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

phénoliques sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs des microorganismes (Scalbert, 1991).

Aussi, Darabpour et al. (2011), ont démontré D’effet inhibiteur de 1’extrait
alcoolique de P. harmala sur les bactéries Gram positif et négatif Bacillus cereus, S.
epidermidis, Streptococcus pyogenes, S. aureus, Salmonella typhi, Escherichia coli,

Pseudomonas aeroginosa and Klebsiella pneumoniae.
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Chapitre 2 Résultats et Discussions

Shohaib et al., (2016) ont remarqué que les bactéries Gram positif sont plus
sensibles a D’extrait alcoolique de cette plante en comparaison avec les bactéries Gram

négatif, ce qui concorde avec nos résultats.
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Conclusion

Ce travail porte sur I’étude de I’activité antibactérienne des extraits obtenus de 1’Azolla qui
est une fougere aquatique qui flotte librement a la surface du plan d’eaux douces. Apres la récolte
des Azollas et préparation de la matiére séche, un prétraitement par ultrason a été appliqué sur les
¢chantillons préparé pour 1’extraction de leurs composés bioactifs. Les extraits obtenus par la suite,

ont été testés en termes du pouvoir antibactérien.

Dans I’objectif d’optimiser les conditions d’extraction, deux méthodes ont été optées et cing
solutions ont été utilisées. Les résultats d'extraction de la maticére séche des Azollas, ont montré que
le rendement le plus élevé a été noté pour l'extrait méthanolique (26,5 %), cependant, les plus
faibles valeurs ont été notées pour l'extrait chloroformique de l'ordre de 6,2 % dans les deux

méthodes d’extraction utilisées.

Pour ce qui est de la valorisation, il est bien connu que les différentes especes d’Azolla ont
un potentiel important dans une grande variété d'applications puisqu’elles pourraient contenir
différents composés bioactifs. La lecture des résultats a clairement montré que les extraits ont donné
une activité sur les souches bactériennes testées (S. aureus avec un maximum d’inhibition égale a

16 mm). Ce qui va permettre leurs utilisations dans le domaine de la santé.

Les résultats obtenus a l'issue de ce travail confirment l'intérét d'étudier les différentes
possibilités de la valorisation de cette fougere aquatique pour 'utiliser comme source des produits

d’intérét dans les différents secteurs économiques.

Des études supplémentaires sont nécessaires pour isoler les molécules contenues dans les
extraits afin de les tester in vivo, sur différents modeles biologiques, dans le but de chercher des

applications possibles dans les domaines de la santé et de 1’agro-alimentaire.
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Annexe 1

Fiche technique de I’Azolla

Azolla, especes [ varietes

Arollo carofiniana

W B0 . Nom commun : Mousse des fées, fougEne aquatique de Caroline
. ' + WegEtation : Les frondes vertes mesurent de 3 8 20 mm de lang.

+ Oumilites : Formant un &pais tapis jusque 4 om depaisseur, B
rausse gas feas est fadlement recoftse.

Arollo filiculoides
+ Mom comimun © Fausse fougste
+ Wegetation : L=s frondes mesurent de 10 a8 20 mm.

' OusdEes © Evcmfarke fomirics dazohs da Mair mwec une scimibe
interse de b cpamobacterie symbiotique.

Arolla pinnata

SRS e
o Tt

+ Modam comumun © Fougers fotants

+ Vegetakion : Les frondes, jusque X3 mm de long, brunissent ou
rougizsent svec une forte lumisre.

+ Oumlites : Systeme radiosaine tres fourni. Ramificrbions plus
aboncant=s.

Uin= =By =dde et doure &5t apprecias, mais FAzoNg tolere
mussi 0'muires conditions de outture. L' ensoleiliement peut
stre tres int=nse mais =le sioephe e oo dans Fombre,
& deszous Oun ouvert vazEtal asrien, par sxemple.

Cruend planter 1'Azolla ?

L7Azpila hivemant, Fimplantation commenos &n e
relstivemrent chaude, lorsgue i tempemtune noctume de
ey ne desoened plus en dessous oe 17-13 *C, mais misux
wett viser 19 & 18 °C de bempsrabure minimaie. Cetie

ey Patiromra T B D LD i

Oil 1a planter ? fougsre &5t un vegetal tropical gui Soorece |s chaleur:

La fougére aquatique fiottante demands quelques dizsines  Comyment la planter ?
de cantimetres o' ssu douce cheude © un bassin de jrdin i L.
mssey Chvaund oL LR BOUSHLT tropical oomsennent bien. Depuser irement quelques Aougeres &l surface d'un
pianm o' douce cheude, cxia st
Aftention : ks esux geer 0w oouEnt o ges vamues
rapides brisent i plante !
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Annexe

Culture et entretien de 1'Azolla

La miousse des fees peut sundeTe 2 das temperstures d'sau
= 5 T Phiver, BweC une roissance debs cotimalks apkne
T30 T Toutefois, il s'agit C'ure plante gelie &
CONSGErEr Comme une anmuslis tous nos ettudes. | est
azmlamant possibie de I8 conserder &n intatisur dans un
Simpls bac O'=su douce pour ks reimplanter 2u printamps
DuiEnt.

.-l-l-|-i-|--. Il-::
Un e d'meu peut Stre intearaiameant revets d'une
ooudhe dense 0" Azciio, aguells fonme un tagis de

x VEIDUTS = QUi =WinCe k=5 autnes plantes.

Taille de V'Azolla

1 'y B pas de taille 2 proprement parier & faire avec erpeshissante, U point g= hotalement recousin e plan
rAsolc. 5 multisiication pouvant ks conduire a devenir dreau, il faut Oter quaigues sujets afn edsindr.

Maladies, nuisibles et parasites

=britee, mais le charangon Stenopeimus rufingsus et
wtilise comme agent de lutte Sologique Dour pERer Azciio
fcwioiges ; il staque exalement A pirnoto.

N T I A L i

La fouzsre aquatique e CEint pas grand-chaoss des autres
WEZSTEUE, SUrtoUt BVEC I Cyanobactane symbiotiqus

Recolte

Cruand et commment récolter 7 L'e=péce Aznil covoiiniana forme des tapis denses (3 8
4 om de fromdes sup-erposees) tras facies 2 recotter, &n
perticufier =n Asie ol |a fougere est utiizes tant comme
AR (L= COTIME ROWTTUNe: pour i woililis.

L'Azcin act parfis OONSdanes COMITE Une peste des ours
d'enau parce gue sas tapis denses reduizent Foxygene dans
resu.

Reooitez-ia de mai & octobne.
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Annexe

Multiplication de V' Azolla

Le pinbe o= regrocuit e voie vegetaties guand les
« FEnChes » se datachent de s prindpal, ou
sevuEliemeant qUaND iaS SHOMDOArpas diSposSs sur jes

Conseils ecologiques

Comme toute plante fiotteante, FAzols oot uns
merseilizuse plante pour le2s s kevins oo el sert
dinoubsteur & infusoires, souvent i premisre noumiturs
wivanks e noMmbreux poissone. Cutre CF Support
mlimantsire, alls sart mesi 085 B Se nomibrau patf
poizsons, kas cachant des precateurs.

En Asis, les rizinskeurs consemyent parfois cetie plante
TS =urs rizigres, car ale mensnes 'arote predsu par sa
Cymnobactene symbiotique. La pisnke peut Stre cultisss

Un peu dhisteoire...

Lu.ﬂmh,.mmusuduf&s,n:ﬁﬂpbitéﬂm.ﬁsiz
demuis das centaines o annees dans les rzisnss pour leur
cHpEcitEE gegmrer d Pazote une fois meEngEes A A baTe,
MBS BUST DOUr leur capacte d'Epurabion de divers
pobusnts |induant certaing et bounds] de e

Plantes du meme type

Glyceria maxitna  Hottonda pahestris

f=uilles Bberent des spores. 1ln'y & donc rien & fsire pour
ooserver MAzodo s mulipler

dans un ol humide, puis Bboures =t enfouie, =250 de
EEnerer une bonne quantts o engrais fche =0 anote.
La plants o i apacite: O absorber une ceraine quantits de

pollution par les mataux lourds, t=ls gus le plomb, et
divers aubtres conkaminsnts de e

Bon & savoir ; FAzola conbient amveiron 298 30 % de
orobEmas st paut stre ajoutes & Falimantston das
b i

Om = daroureert des anresistrements fossies de mousses
das fees datmant des dernisres panodes intergiacisines en
plirsieurs Beuw dPEUrope.

1. Feanss s s cornpouss 28 den rang e Prlole clewamsm b losg d8 b rarars cerrals,
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Annexe 2

Photos des essais

Extraction par décoction

a & i
Extraction par macération Filtration des extraits
e

»

Tr;itemént

_ N
Centrifugation

par Ultrason

(]
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