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Résumé

Face a I’émergence des bactéries anti bio-resistantes la recherche de nouvelles molécules
actives est une nécessité. C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de recherche dont
I’objectif est d’évaluer 1’activité antibactérienne de trois extraits d’algue marine brune :
Cyctoseira sp de la cote de Bousfer a I’ouest d’Oran, obtenus par macération vis a vis des
différentes especes bactériennes pathogeénes.

L’extraction des composés phénoliques a été réalisée par macération en utilisant trois solvants
(Eau distillées, méthanol, acétate d'éthyle). D’aprés les résultats obtenus, le rendement de
I’extrait aqueux de notre espece est plus élevé (14.36 %) par rapport a 1’extrait méthanolique
(13.23 %), et a ’extrait d’acétate d’éthyle (0.80%).

Les résultats de dosages colorimétriques montrent que les teneurs les plus élevées en
composées phénoliques totaux ont été enregistrées dans 1’extrait d’acétate d’éthyle (9.77 mg
EAG/g de poudre) suivi d’extrait méthanolique (3.48 mg EAG/g de poudre), tandis une
faible teneur en ces composés est obtenu pour I’extrait aqueux (0.157mg EAG/g. de
poudre).

Concernant les flavonoids ,I’extraitd’ Acétated’éthyle est trés riche avec une teneur de (31.50
mg EC/g), suivi de I’extrait de méthanol (23.05 mg EC/g) , tandis que I’extrait aqueux est trés
pauvre en Flavonoides (0.228 mg EC/g de poudre).

L’extrait d’Acétate d’éthyle est moins riche en Tanins (2 mg EC/g) par rapport a I’extrait
méthanolique (3 mg EC/g), par contre I’extrait Aqueux est plus pauvre en Tanins (0.25mg
EC/g de poudre).

L’activité Antimicrobienne évaluée par la méthode de diffusion sur gélose a donnée des
résultats satisfaisants. L’apparition d’une zone d’inhibition d’un diameétre de I’ordre de 13 mm
a été marquée par l'extrait méthanolique contre les quatre souches testées , et de I’ordre de 09
mm par l'extrait d'acétate contre trois souches, tandis que I'extrait aqueux a un faible pouvoir
antimicrobien contre toutes les souches.

Le rapport CMB/CMI a montré que I'extrait méthanolique a un effet bactericide sur
Salmonella Montevideo et Pseudomonas aeruginosa, tandis qu'il a un effet bactériostatique

sur Staphylococcus aureus et Enterococcus Fiecalis

Mots clés: algue brune, Cyctoseira sp, activité antimicrobienne, composes phenoliques.
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Abstract

To counteract the emergence of anti-biologically resistant bacteria, the search for new
bioactive molecules has become essential. In this context, this research work, aimed at
evaluating the antibody-activity of three extracts of marine algae: cystoseira sp from the
Bosphere coast to the west of Oran, obtained by the soaking technique, with respect to the
various pathogenic bacterial species.

The extraction of the phenolic compounds was carried out by Maceration using three different
solvents (distilled water, methanol and ethyl acetate) from our Sample. According to the
results obtained, the yield of the Aqueous extract of our species is higher (14.36%) compared
to the methanol extract (13.23%), and to the ethyl acetate extract is (0.80%) of powder.
Concerning flavonoids, the ethyl acetate extract is very rich with a content of (31.50mg
EC/g), followed by the methanol extract (23.05 mg EC/g). while the aqueous extract is very
poor in flavonoids (0.228 mg EC/g of powder).

The ethyl acetate extract is less rich in tannins (02 mg EC/g) compared to the methanol
extract (03 mg EC/g), on the other hand the aqueous extract is poor in tannins (0.25mg EC/g
of powder).

Antimicrobial activity assessed by the agar diffusion method gave satisfactory results. The
appearance of an inhibition zone with a diameter of the order of 13 mm was marked by the
methanol extract against four strains tested, and of the order of 09 mm by the extract of ethyl
acetate against three strains. while the aqueous extract has low antimicrobial power against all
strains.

The CMB on MIC report showed that the methanol extract has a bactericidal effect on
Salmonella Montevideo and Pseudomonas aeruginosa, while it has a bacteriostatic effect on

Staphylococcus aureus and Enterococcus Faecalis

Key words: Brown algae — Cystoseira sp — antimicrobial activity- contents phenolic.
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Introduction

Le milieu marin constitue la plus grande partie de la biosphére et contient les formes les plus
anciennes et les plus variées de la vie. Plus de 500 000 espéces de plantes et d’animaux y ont
été repertoriés. (Guezennec et Debitus, 2006).

L'environnement marin est un écosysteme rendu unique en raison de la diversité des
organismes qu'il abrite.Le milieu marin et les organismes qui I'habitent constituent une source
infinie de molécules actives a structure chimique originale.Parmi les organismes marins, les
algues font preuve d'une incroyable plasticité écologique.les algues, qui sont le plus souvent
fixées sur un substrat, élaborent des défenses chimiques pour empécher leur colonisation par
d'autres especes, y compris les micro-organismes. Fait intéressant : les composés bioactifs
d'algues peuvent agir comme des alternatives aux molécules médicamenteuses, disposant d'un
grand avantage par rapport aux médicaments classiques avec une biodisponibilité élevée et
souvent une meilleure spécificité (Samarakoon et Jeon, 2012).

Les algues marines sont connues pour synthétiser une grande variété de meétabolites
secondaires chimiquement, et biologiquement actifs (Chater Riahi et al., 2011). Une
nouvelle espece est d'ailleurs identifiée par semaine et des projections estimaient en 1994 que
les 36 000 espéces répertoriées ne représentaient en fait que 17 % des 200 000 especes
supposeées existantes (Samarakoon et Jeon, 2012).

Les alguesélaborent des défenses chimiques pour Empécher leur colonisation par d'autres
especes. Avec le progres des sciences et technologie, les macro-algues sont utilisées dans bon
nombre de secteurs industriels, & cause de leur abondance, leurs sources renouvelables, non-
toxiques, biodégradables, dans I’agroalimentaire, la médecine, la pharmacie, le textile etc...
Les activités décrites et associées aux algues marines sont tres diverses : antimicrobiennes
(Etahiri et al. 2007), antioxydantes (Etahiri S. et al., 2001), anti-inflammatoire, cytotoxiques
(Ktari L. et Guyot M., 1999), antivirales (Cacamesse R.et al., 1980) ainsi que d'autres

activités.

Face a I’apparition de formes résistantes de plusieurs bactéries a certains antibiotiques, la
recherche de nouvelles molécules actives est devenue une nécessité. Cette étude tente de
trouver une activité antibactérienne chez I’algue brune Cystoseira sp, récoltée sur les cotes
oranaises. Rochés de Bousfer, willaya d’Oran a I’ouest d’ Algérie.

En Algérie, Dans le cadre de la recherche sur les algues marines, il existe peu dedonnées et

d’études évaluant leur potentiel antimicrobien, L’objectif de ce présent travail estde mettre en
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évidence, in vitro, les propriétés antimicrobiennes de quelques extraits d’algues brunes
marines Cystoseira sp obtenus par trois différents types d’extractions a savoir extraction
classique Macération Aqueuse ,Méthanolique et acétate .
Le présent travail est organisé en Deux Parties :
- La premiére partie de ce document est consacrée a une synthéese bibliographique sur
les algues marines, ainsi qu’un apergu sur leurs composés bioactifs.
- Laseconde partie est consacrée a la partie expérimentale, a savoir :
= Extraction des composés phénoliques a partir d’une especed’alguebrunerécoltée ;
= Evaluation de leurs activités antimicrobiennes
= Les résultats obtenus ainsi que leur discussion.

e L’¢tude est achevée par une conclusion générale qui résume 1’intérét des algues brunes.



Partie bibliographique
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. Géneéralités sur les algues

1.1. Définition

Les algues sont des étres vivants appartenant au régne végetal. Elles constituent un ensemble
hétérogene (Naegelé et Naegelé, 1967), dépourvus de racines, de tige et de feuilles, mais
possédant de la chlorophylle ainsi que d'autres pigments accessoires pour réaliser
laphotosynthese productrice d'oxygene (Gayral, 1975). La plupart des algues se développent
eneau douce, saline ou saumétre, sur des rochers humides, ou sur un sol mouillé mais
certainessont terrestres et sont capables de se développer sur le sol ou sur le tronc des arbres
(Michel,2000).

La taille des algues peut varier de la cellule microscopique unique, a quelques cellules en
colonies et jusqua 7,5m (laminaires, sargasses, macro algues) pour certaines formes
Multicellulaires (Hervé, 2012).

~N
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Figure 01 : Appareil végétatif des algues marines (Devaneya et al., 2012)



Partie Bibliographie Mémoire | 2021

Les algues sont des organismes chlorophylliens se développant dans 1’eau ou dans des milieux
tres humides. Bien que surtout abondantes dans les eaux des mers, des lacs, des marées, des
eaux courantes et des eaux thermales, on en trouve également sur les rochers humides et sur la
terre. Exceptionnellement, elles peuvent étre endophytes de tissus animaux ou végétaux.
L’air, la lumiére et des sels dissous sont, en plus de I’eau, nécessaires aleur développement.
Utilisées depuis des millénaires par les populations littorales pour leurs hautes valeurs
nutritives, les macro-algues constituent aujourd’hui un enjeu majeur de développement
économique. Les macroalgues sont présentes dans les eaux cotieres tout autour du globe. On
observe cependant des spécificités entre les différentes régions en termes de diversité
spécifique, de techniques de production et d’utilisation. Au niveau mondial, la production
d’algues connait une croissance remarquable (Figure 2), passant de 2 millions de tonnes
produites en 1970 a 20 millions en 2010. La production de la biomasse est majoritairement
dominée par les apports de 1’algoculture, en forte évolution depuis les années 1990, tandis que
la récolte d’algues dans le milieu naturel a stagné au niveau mondial & 1 million de tonnes
environ. 95% de la production s’est fait par aquaculture. Les principales substances extraites
sont les polysaccharides de la famille des agars, des carraghénanes et des alginates dont les
propriétés physicochimiques geélifiantes ou stabilisantes intéressent de nombreux secteurs
industriels. (Herve, 2012).
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Figure 02 : Evolution de la production mondiale d’algues Source : FAO statistics.
(Gouin. 2014)
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I.2. Diversités et Classification

La classification des algues se fait selon des caractéristiques spécifiques telles que les

Composantes de la paroi cellulaire, les pigments présents, le cycle de vie et le type de

composés utilisés pour I'entreposage de la nourriture (Memory, 2006).

A partir de ces critéres, les algues sont réparties en trois grandes divisions d'algues marines et

Leurs pigments correspondants (Davis et al., 2003) :

% Chlorophyta (algues vertes) : Chlorophylle a, b ; a-, B- et y-caroténes et plusieurs
xanthophylles.

%+ Phaeophyta (algues brunes) : Chlorophylle a, b ; B-carotene et fucoxanthine et Plusieurs
autres xanthophylles

% Rhodophyta (algue rouge) : Chlorophylle a (quelque Florideophyceae) ; Rphycocyanineet
C-phycocyanine, allophycocyanine ; R- et B-phycoérythrine. a- et B-caroténe et plusieurs
xanthophylles.

Tableau 01 : les différents embranchements des algues (Ruiz., 2005).

Caracteristiques

Embranchements :
Type de . Phycobiliprotéines’ Polysaccharides de réserve

Chlorophylles '
Bacillariophyta a, ¢ - Chrysolaminarane
Chlorophyta a b - Amidon intraplastidial
Chrysophyta a, ¢ - Chrysolaminarane
Cryptophyta a, ¢ PE Amidon périplastidial
Cyanophyta a PC, PE Glycogéne
Dimophyta a, ¢ - Amidon cytoplasmique
Euglenophyta ab - Paramylon cytoplasmique
Phacophyta a,c - Laminarane, mannitol
Rhodophyta a, d PC, PE, APC Amidon floridéen
Xantophyta a, ¢ - Chrysolaminaranes
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I1. Les grands groupes des algues

Les 3 grandes catégories de macro-algues classifiées selon leur pigmentation qui sont : les

algues brunes (phéophycées), les algues vertes (chlorophycées) et les algues rouges

(Rhodophycees). (Languedoc, 2011).

Tableau 02 : Les pigments correspondants aux trois divisions d’algues. (De Reviers, 2002 ;
Dauvis et al.,2003 ; Manneville,2009 ; Languedoc, 2011).

Divisions

Chlorophyta

algue verte

Phaeophyta

algue brune

Rhodophyta

algue rouge

Pigments

Chlorophylle a, b ;
a, B-caroténe ;

xanthophylles

Chlorophylle a, ¢ ;
[-carotene
Fucoxanthine et
autres
xanthophylles
B-phycoérythrine ;
a, B-caroténe ;

xanthophylles

Pigment Responsable

De La Coloration

Chlorophylles

Fucoxantine et

xantophylles

Phycoérythrines

11.1. Les algues vertes : Chlorophyceées

Photos Des Espéces

Les algues vertes sont des plantes aquatiques, qui peuplent les eaux douces, les mers et les

océans. On les appelle aussi Ulvophytes, du nom de I'algue verte la plus courante, la laitue de

mer, ou ulve. Les algues vertes n'‘ont pas de feuilles, de tiges ni de racines, méme si certaines

ont de petits crampons pour s'accrocher aux rochers. Ce sont des plantes trés simples, chez qui

la plupart du temps toutes les cellules sont identiques, ou presque. Ulva lactuca. (Rodriguez
et Vergon ,2015)
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La laitue de mer Ulva lactuca est réellement cosmopolite. L'algue verte plate et mince se
rencontre quasiment partout sur la planete entre les deux cercles polaires. Ainsi, cette espéce
est I'nolotype du genre Ulvasp. Il existe d'autres espéeces d'ulves qui sont similaires et pas

toujours faciles a différencier. (Anemone et Clown,2017)

11.2. Les algues brunes : Phéophycées

Les algues brunes, aussi nommeées Phaeophyceae ou Phéophycées (du grec @aidg : brun,
sombre) sont une classe d'algues I'embranchement des Ochrophyta. Ce sont des algues qui
utilisent comme pigment collecteur de lumiére de la chlorophylle ¢ combinée a un pigment
brun, la fucoxanthine. (L'abbé et Augier ,1965) Leur taille varie de I'échelle microscopique a
environ dix metres de long. Il existe environ 1500 especes de Phaeophyceae. Ce sont les
algues les plus abondantes des mers tempérées et froides. (Selosse,2006). Les macro-algues
brunes sont plutét typiques de I'estran bien que quelques espéces sont trouvées en profondeur,
chacune s'installant a un niveau particulier, formant un étagement de ceintures formees par les
différentes espéces, ceintures fortement marquées par la marée dans les régions ou elles
semanifestent. (Pellegrini et Valls,1997)

Certaines espéces sont utilisées dans 1’extraction de 1’alginate telles que :

* Les laminariales : Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Eckloniamaxima, Les sonia
nigrescens, Les sonia trabeculata, Macrocystis pyrifera

* Les fucales : Ascophyllum nodosum, Fucus serratus (Pellegrini, 1997)

11.3. Les algues rouges : Rhodophycées

Les Rhodophycées ou algues rouges sont en majorité marines. On en connait plus de 4000
especes, réparties dans 600 genres environ. Seule classe de I’embranchement des
Rhodophycées, elles comprennent deux sous-classes : les Bangiophycidées et les
Floridéphycidées ou Floridées. (Delepine. 1979) Les espéces utilisées dans la production de
I’agar sont : Gelidium, Gracilaria, Pterocladia, Gelidiella, Ahnfeltia. Celles des

carraghénanes sont : Chondrus, Gigartina, Euchema (Pellegrini et Valls,1997).
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I11.  Utilisation des Algues

I11. 1. Réle économique des algues

La quantité de macro-algues transformée annuellement dans le monde est de plus de 15,8
millions de tonnes (poids frais) soit 23% de toute la production aquacole et représentait une
valeur marchande de 7,4 Milliards de dollars US en 2008. Approximativement 220 especes
sont cultivées. Les producteurs principaux sont la Chine, I’Indonésie et les Philippines qui, a
eux seuls, totalisent les quatre cinquiemes de la production. Cette production est
majoritairement destinée a [’alimentation humaine directe (76,1 %), a D’extraction des
métabolites (11,2 %), le reste est exploité dans différents secteurs : I’alimentation animale et

I’agriculture. L’ampleur de la consommation directe est due aux pays asiatiques.
(Chouikhi.2013)

Tableau 03 : Production mondiale de macro-algues marines (Chouikhi.2013)

Régions Pays Quantité (tonnes/poids frais)
en 2018
Asie de I’est et du sud-est | Chine 9922400 (62,8%)
Indonésie 2 164 600 (13,7%)
Philippine 1 674 800 (10,6%)
République de Corée 932 200 (5,9%)
Japon 458 200 (2,9%)
RPD Corée 458 200 (2,9%)
Amérique Chili 21 700 (0,14%)
Afrique Tanzanie, Madagascar, Afrique du Sud 14 700 (0,093%)
Europe Russie, France, Espagne 864
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1. 2.Utilisations en alimentation :

Les macro-algues peuvent étre intégrées dans certains ingrédients alimentaires, comme les
pates. (EImtili, Fakihi Kachkach, 2013). Quelques variétés sont plus produites en Bretagne
dans I’alimentation humaine telles que : la laitue de mer (Ulva lactuca), le nori (Phorphyra),
le haricot de mer (Himanthaliae longata), le kombu royal ou kombu breton (Laminaria
saccharina ou digitata), wakamé (Undaria pinatifida). (Ocealg, 2017). En France, 21 especes
sont autorisées en alimentation humaine (Guillard,2013). Tres riche en nutriments essentiels,
la majorité est cultivée a Brest notamment la Laminaria digitata et les haricots de mer mais

on peut retrouver aussi la laitue de mer vers Marseille dans la mer méditerranéenne.

Tableau 04 : Macro-algues consommeées en France (Guillard et Ponan,2013)

Nom scientifique Nom commun
Les algues brunes Ascophyllumnodosum
Fucus vesiculosus et serratus
Himanthaliaelongata Haricot de mer ou spaghetti
Undariapinnatifida Wakamé
Laminaria Kombu (kombu royal)
Alaria esculenta Atlantic wakamé
Les algues rouges Palmariapalmata Dulse
Phorphyra Nori
Chondruscrispus Pioca, lichen
Gracilariaverrucosa Ogonori
Lithothamnium calcaneum Maerl
Les algues vertes Ulva Laitue de mer
Enteromorpha Aonori
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I11.  3.Utilisation en agriculture

Les agriculteurs, surtout biologiques, connaissent le pouvoir fertilisant des algues et emploient
des extraits liquides pour stimuler la croissance des plantes et les protéger des maladies.
(Conso Globe.2017).

Depuis longtemps les populations littorales fertilisent leurs terres a 1’aide des macro-algues
surtout avec les grandes algues brunes qui sont recueillies genéralement au niveau des plages,
puis lavées et découpées. Dans le Royaume-Uni, la pratique consistait a mélanger des macro-
algues avec du sable, de laisser pourrir et puis de les enterrer. (Brault, Briand etGolven,
1982).

I11.  4.Utilisations médicale, paramédicale et pharmaceutique

Les macro-algues représentent une source de substances polymériques actives, mise en
évidence par de nombreux travaux de recherche (Rorrer et Cheney, 2004). Les potentiels
thérapeutiques de certaines de ces substances sont extrémement prometteurs notamment
comme agents antimicrobiens, agents antiviraux ou pour leurs activités envers certaines
pathologies. On a ainsi mis en évidence un composé extrait d’une algue verte marine, le
diméthyl sulfoniopropionate, qui présente des potentialités anticancéreuses. Certains
hétéropolysaccharides sulfatés matriciaux, comme les fucoidanes, sont également appropriées
pour lutter contre les processus de formation et de croissance de tumeurs malignes. (Praud,
1994)

» Principes actifs

Les principes actifs sont particulierement recherchés et difféerent selon les especes, comme
suit :

e Himanthalia : vitamines C ;

e Fucus vesiculosus : effet tenseur et béta-glucanes ;

e Fucus spiralis : propriétés drainantes ;

e Chondruscrispus : polysaccharides, vitamines C et effet calmant ;

e Ascophyllumnodosum : polyphénols, antioxidants ;

e Pelvetia : acides aminés, vitamine E ;

e Corallina : magnésium, calcium, effet calmant ;

e Laminariadigitata : propriétés drainantes ;

e Palmariapalmata : effet calmant, vitamines C.

10
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De nombreuses possédent des actions

Hypocholestérolémiantes (Alaria, Chondrus, Corallina, Laminaria)
Hypoglycémiantes (Corallina, Cyctoseira...)

Hypotensives (Chondrus, Laminaria...)

Anticoagulantes (Chondrus, Corallina...)

Muco-protectrices digestives (Chondrus, Hypnea...)

Laxatives (Chondrus, Fucus, Gelidium...)

Cardiotoniques (Undaria pinnatifida)

Vermifuges (Alsidiom helminthocorton)

© 0 N o g bk~ w DN P Y

Antibactériennes, antifongiques et antivirales (Cladophora, Gelidium)

10. Antitumorales Marginisporum crassissimum

5. Utilisation dans la biotechnologie
Le processus biotechnologique des macro-algues marines a trois éléments : La cellule et le
développement de culture cellulaire, la conception de photo-bioréacteur, et I’identification des
stratégies pour obtenir la biosynthése de métabolites secondaires (synthése biomimétique),
(Rorreret Cheney, 2004). L’ingénierie biotechnologique (biomoléculaire) des macro-algues
marines pour la production de ces composés est un domaine nouveau émergeant de la
biotechnologie marine. Les Rhodophycées contiennent une protéine particuliere appelée
phycoérythrine (PE) qui est déja utilisée dans les applications biotechnologiques comme

colorant ou teinture dans des réactions d’immunofluorescence (Fleurence, 1999).

IV. Algues brunes

V. 1. Définition

Les algues brunes, les Phaeophyceae ou Fucophyceae (Phéophycées) ; sont une classe ou
division d'algues composée principalement d’algues macroscopiques complexes dont la
couleur brune provient d'un pigment caroténoide, la fucoxanthine. 2000 espéces sous 265
genres d’algues brunes. (Johnetal., 2003). Photosynthétiques multicellulaires,
Majoritairement marins, que 1’on retrouve principalement dans les zones cotiéres des régions
Temperées. Moins de 1% sont connues dans les habitats d'eau douce, 3 et 7 genres et jusqu'a
12 espéces d'algues brunes d'eau douce dans le monde. Filamenteuses ou Thalloides, jamais
unicellulaires, elles posseédent des plastes bruns contenants des chlorophylles a, ¢ et 3

carotenes et des xanthophylles (surtout les fucoxanthines, de la diatoxanthine). Elles ne

11
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produisent jamais d’Amidon, les matiéres de réserve consistent en laminarine et en mannitol
(Leipeetal., 1996).la structure chloroplastique (thylakoides en piles de trois, lamelle de
ceinture, chloroplaste endoplasmique réticulum), stade motile hétérokont (flagelles inégaux),
majeur pigments (chlorophylles a, ¢ 1 et ¢ 2, B-caroténe, violaxanthine, diatoxanthine et de
grandes quantités de fucoxanthine) ainsi que la laminarine de réserve de stockage. Cependant,
aucun membre des Phaeophyceae n'est unicellulaire ou colonial dans la phase végétative - la
morphologie prédominante dans d'autres groupes brun doré. Les flagelles sont de taille
différente (hétérocontés), l'un portant des mastigonémes tripartites (ou retronémes) qui

inversent le sens de la nage, I'autre étant lisse (Guillou etal., 1999).

IV. 2. Habitat des algues brunes

Les algues brunes (Phéophycées) sont des organismes photosynthétiques multicellulaires,
Majoritairement marins, que 1’on retrouve principalement dans les zones coticres des régions
Tempérées. On les retrouve aussi, dans une moindre mesure, au niveau de Sites de grandes
profondeurs dans certaines régions tropicales. (Graham et al., 2007). Dans les zones cétiéres,
ou zones intertidales, qui représentent une interface entre le milieu terrestre et le milieu marin,
les algues brunes sont soumises a des changements réguliers et importants de leur habitat,
imposés notamment par le balancement des marées. Parmi les stress abiotiques auxquels sont
exposeés ces organismes, on peut distinguer I’action mécanique des vagues, la lumicre (dont
les ultra-violets), la dessiccation, la salinité, le pH, et la pollution cesparameétres sont a
I’origine notamment de la distribution en étage des algues brunes au niveau de la zone
intertidale (aussi appelé estran), car toutes ces algues n’ont pas les mémes capacités pour

s’adapter aux contraintes abiotiques (Davison et Pearson, 1996).

IV. 3. Morphologie des algues brunes

. Les algues brunes sont toutes pluricellulaires.

. La morphologie du thalle des algues brunes est des plus variables : depuis des filaments

vrais (unisériés) a croissance intercalaire, comme Pylaiella littoralis, aux algues constituées
d'un crampon, d'un stipe et d'une fronde, dans lesquelles des cellules de conduction
specialisées existent, comme Laminaria digitata. La taille des phéophycees est tout aussi

variable, si certaines ne mesurent que quelques millimétres, comme les myrionematacées,

12
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d'autres peuvent atteindre plusieurs dizaines de metres comme Macrocystis 40 m (Reviers et
Rousseau, 1999).

. Les plastes sont entourés de quatre membranes, les trois internes étant attribuées a l'algue
phagocytée, la plus externe correspondant au réticulum endoplasmique de I'néte. Chez les
algues brunes, on parle de complexe nucléoplastidial (Billard, 1985 ; Gibbs, 1962), La
quatrieme membrane est en continuité avec la membrane nucléaire. Les plastes peuvent étre
présents sous des formes variées, depuis un seul plaste rubané, jusqu'a de nombreux plastes,
plus ou moins ovoides, par cellule chez les especes les plus primitives morphologiquement,
les plastes portent des pyrénoides caractéristiques, en forme de poire. Les thylakoides, en
lamelles non fusionnées, sont groupés par trois, un de ces ensembles faisant le tour du plaste
(Van den etal., 1995).

13
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Figure 03 : Quelques especes de Phaeophytes : Algues brunes
(Delépine et al. 1987 ; Calvodos ,2007).
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I. Les Macro algues brunes : une richesse de composeés originaux

Les algues brunes ont depuis trés longtemps été exploitées a des fins agricoles pour
I’amendement des sols, dans I’industrie du verre au 17éme siccle par la fabrication de pains
de soude (carbonates) issue du brllage des laminaires, elles ont également permis la
découverte de I’iode a la fin du 18¢me siécle qui sera tres utilisé en tant que désinfectant.

(Kaimoussietal., 2004).

Aujourd’hui, ces algues brunes sont toujours exploitées mais pour 1’extraction de produits dit

de haute valeur ajoutée. (Kaimoussietal., 2004).

V. 1. Composition chimique

Les algues ont des potentialités nutritionnelles trés riches, ceci se justifie par la présence
d’une fraction minérale variée et abondante qui constitue un apport important de
macroéléments et oligoéléments, par la présence de protéines en générale bien équilibrées en
acides aminés et présentes en quantités non négligeables dans certaines espéces, par un
contenu vitaminique varié ou la plupart des vitamines sont représentées, par une fraction
lipidique faible mais cependant, dans certaines especes riche en acides gras polyinsaturés et
enfin par leur contenu en fibres ayant des structures variées et originales différentes des fibres

des végétaux terrestres.

La composition chimique des macro-algues marines varie suivant plusieurs facteurs :

- L’espéce
- Stade de maturité,
- L’habitat naturel et les conditions environnementales (Kaimoussietal., 2004).

V. 1.1. Les polysaccharides
Les algues brunes constituent des sources importantes de polysaccharides de (33 a 61%), la
majorité d’eux sont représentés par des polysaccharides non digestibles, parmi les
polysaccharides insolubles (21 a 40% des polysaccharides totaux), on trouve une fraction
cellulosique présente en faible proportion ainsi que la fraction des polysaccharides solubles
représente de 67 a 87% chez les algues brunes ils sont représentés par les laminaranes,

alginates et fucanes (Marfaing, 2004).
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V. 1.2. L'alginate

Est un phycocolloide structurel d'algues brunes. (Kaimoussi et al, 2004 ; Ortiz et al, 2006).
Il a le pouvoir de former des gels stables a la chaleur avec certains métaux divalents. Il s'agit
d'un polysaccharide ionique comprenant des sels de deux résidus : acide B-D-mannuronique
(M) et Acide a-L-guluronique (G). Ces unités sont réparties aléatoirement dans une chaine
linaire, Ou ils peuvent étre disposés en blocs homogenes MM ou GG et alternes comme MG.
Les propriétés physiques des alginates dépendent de la proportion des trois types de blocs et
sont liées a la source dalgues. Les alginates & haut G ont des propriétés gélifiantes
supérieures, tandis que ceux a M éleve ont une viscosité plus élevée. (Hernandez et al.,
2010).

V. 1.3. Les fucanes ou fucoidanes
Constituent une famille hétérogéne de polymeéres a base d’unité de fucose liées en o (1,2) et
sulfatées en 4 dont la composition varie depuis les molécules riches en fucose vers les
molécules pauvres en cet ose comportant de grandes proportions de galactoses, de xyloses ou

encore de 1’acide uronique (Percivial, 1979).

V. 1.4.Les minéraux
La teneur en minéraux varie entre 8 et 40% qui comprend le sodium, calcium, magnésium,
potassium, chlore, souffre, phosphore, mais €¢galement oligoé¢léments tels que ’iode, le fer, le
zinc, le cuivre, le sélénium, le molybdéne, ainsi que bien d’autres oligoéléments comme le

fluor, le manganeése, le bore, le nickel, le cobalt. (Marfaing, 2004).

V. 1.5. Les protéines
La fraction protéique des macroalgues brunes est faible 3 & 15% de la matiére séche comparée
a celle des macroalgues vertes et rouges (10-47% de la matiére séche), la plupart des
macroalgues brunes industriellement exploitées ont une teneur en protéines faible excepté
pour I’espéce Undaria pinnatifida qui possede un niveau protéique variable de (11 a 24%)
(Fleurence, 1999).

V. 1.6. Les lipides
Ne représentent que 1-5% de la matiére seche chez les algues. Riches en acides gras

polyinsatures particulierement les acides oméga 3 et oméga 6 qui jouent un rdle important
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dans la prévention des maladies cardio-vasculaires, l'arthrose et le diabéte. (Ivanova et
Petrova, 2013).

V. 1.7. Lesvitamines
-Vitamine B12 : Les algues contiennent de la vitamine B12
-Vitamine C : Est présente en quantités importantes chez les algues brunes, a des taux variants
entre (500 et 3000mg/Kg sec).
-Vitamine E : Les algues brunes sont plus riches en vitamine E que les algues vertes et
rouges, les teneurs les plus élevées sont observées chez les Fucales Ascophyllum et Fucus.
(Marfaing, 2004).

V. 1.8. Les Caroténoides
Les algues brunes sont particulierement riches en caroténoides et notamment en
fucoxanthine, P-caroténe et violaxanthine, ils jouent dans la prévention de plusieurs

pathologies liées au stress oxydatif. (Marfaing, 2004).

V. 1.9 Les fibres
Les algues forment une source importante de fibres (de 33 a 61%), La fraction de fibres
solubles constituée selon l'espéce d'agar-agar, de carraghénane, de xylane, dalginate, de

fucane, de laminarane et d’ulvane. (Lahaye, 1991).

V1. Production des métabolites secondaires

Sesont des composés qui sont synthétisés par les algues dans deux circonstances. D’une part,
les algues produisent des substances dans des conditions de stress pour se protéger des
agressions biotiques et abiotiques de leur environnement (Gross et al., 2006). D’autre part,
ces métabolites secondaires vont servir en tant que vecteurs de communications chimiques,

appelés économes. (Popaet al., 2008).

V1. 1. Les polysaccharides

La paroi des algues brunes est principalement composée d’une partie cristalline,
Essentiellement de la cellulose et de polysaccharides anioniques : acide alginique, alginate
(Polysaccharides carboxyles, sels d’alginate) et fucanes, fucoidanes (polysaccharides sulfatés)

qui constituent plus de 40% du poids sec du thalle (Mabeau et Kloareg ., 1987).
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Les alginates sont utilisés dans 1’industrie des hydrocolloides en tant que texturants retrouvés

sous la dénomination E400 a E405. Etant dépourvues de propriétés rhéologiques, certains
Polysaccharides notamment les fucoidanes, possédant un ou plusieurs groupements sulfates
présentent des activités anti-oxydantes, anticoagulantes, antivirales, voire anti-tumorales
(Nishino, et al, 1994 ; Senthilkumar et Kim, 2014).

VI. 2. Le mannitol

Le métabolisme du mannitol présente également un grand intérét. 1l est avec la laminarine la
principale réserve carbonée chez les algues brunes (Michel et al., 2000). La synthése du
mannitol est effectuée a partir de fructose-6-phosphate directement issu de la photosynthese.

Ce photosynthétat a été montré comme pouvant étre impliqué dans 1’osmorégulation
(Davison et Reed, 1985 ; Reedetal. 1985)et permettant ainsi une tolérance importante des

algues brunes aux variations de salinité.

VI. 3. Le métabolisme halogéné

Un autre métabolisme important chez les algues brunes, est le métabolisme halogéné. Ce
Métabolisme est principalement retrouvé en milieu marin au vu des concentrations en
Halogénes plus importants que celles retrouvées en milieu terrestre (Butler et Walker 1993).
L’halogénation des composés organiques peut se faire de maniere spontanée ou par
L’intermédiaire d’haloperoxidases. Chez les algues brunes, ces enzymes sont dépendantes du

Vanadium qui est utilisé comme co-facteur d’ou leur dénomination de vanadiumhalo-
péroxydases (La Barre et al. 2010). Ces enzymes participent a la détoxification des espéces
réactives de 1’oxygeéne par 'utilisation du peroxyde d’hydrogéne (H202) afin d’oxyder les
halogénures conduisant a la formation des composés organiques halogénés. L’halogénation de
composes participe a l’augmentation de I’activité biologique de certains métabolites
secondaires (La Barre et al. 2010). Les bromoperoxidases sont les enzymes les mieux
caractérisées chez les algues brunes, ces enzymes agissent notamment sur les composés
phénoliques pouvant former des bromophénols tres actifs dans la défense face aux herbivores
(Shibata et al. 2014) mais ces enzymes seraient aussi impliquees dans la construction des

parois par la complexation des composés phénoliques aux alginates (Salgado et al. 2009).
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VI. 4. Les furanones halogénées

Delisea pulchra algue rouge qui produit les furanones halogénées protégant cette algue de la
fixation et de la colonisation bactériennes (Kjelleberg et al., 1996). (Manfield et al. 2002)
ont montré que les furanones d'algues inhibent I'essaimage bactérien en agissant comme
inhibiteurs compétitifs pour le LuxR (un activateur transcriptionnel majeur pour le

comportement bactérien).

VI. 5. Les aldéhydes polyinsaturés

Les aldéhydes polyinsaturés sont libérés par les diatomées lorsqu’ils sont endommagés. Ces
aldéhydes peuvent réduire le succes de I'éclosion des oeufs et nuire développement larvaire du
zooplancton herbivore. Kupper J. et al. (2013) ont montré que Laminaria digitata est
capable de produire des aldéhydes sous I'effet de stress abiotiques exposition au cuivre et

augmentation des UV, de la température et de la salinité

VI. 6. Le Diméthylsulfoniopropionate

Le DMSP est un composé qui ne peut pas étre caractérisé comme un métabolite secondaire
strictement, car il a des fonctions primaires dans certains organismes et fonctions secondaires
dans d'autres , ’acide acrylique un des produits du clivage de la DMSP, pouvait inhiber la
croissance de nombreuses espéces bactériennes, les composés défensifs sont stockés sous une
forme non toxique ou moins toxique et sont ensuite rapidement convertis en composés plus

puissants en réponse aux dommages causés par les herbivores (Van Alstyne , 1999)

VI. 7. Le Lobophorolide, les capisterones et I'indole-3-carboxaldehyde
Ces molécules antimicrobiennes fonctionnent en tuant les champignons sensibles ou en

ralentissant leur croissance et/ou leur reproduction (Charles D., 2007).

VI. 8. Les Alcaloides
Les alcaloides des algues marines sont relativement rares, comparés aux alcaloides végétaux
terrestres (Jin et al., 2014). Structurellement, les alcaloides isolés des algues appartiennent a

des groupes de la phényléthylamine et de I'indole. (Gross et al., 2006).
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VI. 9. Les Produis phénoliques

Chez les algues brunes, on parle des phlorotanins qui constituent environ 5 a 15% du poids
sec (Glombitza et Keusgen, 1995). Les phlorotannins, polymeéres du phloroglucinol, sont des
composés phénoliques (CP) uniquement retrouvés chez les algues brunes (Phéophycées). Ces
métabolites présentant des activités anti-oxydantes, interviendraient dans la formation de la

paroi, mais a ce jour leur voie de biosynthese reste non élucidée. (Emeline, 2016).

VI. 10. Les Trépanoides
Les terpénoides sont constitués d’unités isoprénoides (C5). lls sont classés en plusieurs
catégories : monoterpénes, diterpénes, triterpenes, sesquiterpénes et tetraterpenes. Les algues
brunes produisent des terpénoides, des acétogénines et des terpénoides aromatiques comme
leurs métabolites secondaires. Les terpénoides sont utiles dans la prévention et le traitement
de plusieurs maladies, y compris le cancer et aussi d'avoir des propriétés antimicrobiennes,

antifongique (Harper et al., 2001).

I. 11. Les flavonoides
La propriété la mieux décrite de presque tous les groupes de flavonoides est leur capacité a
agir comme antioxydants. Les flavonoides sont oxydés par des radicaux, ce qui donne un
radical plus stable et moins réactif. En d'autres termes, les flavonoides stabilisent les especes
réactives de l'oxygéne en réagissant avec le composé réactif du radical (Nijveldt et al.,
2001).Les flavonoides forment lI'un des principaux groupes de métabolites spécialisés et
comprennent plus de 9 000 composés (Williams et Grayer , 2004 ; Anderson et Markham,
2006), le terme "flavonoide" n'est utilisé que pour les composés ayant un cadre carboné en
C6-C3-C6 présentant la structure d'un chromane ou celle d'un chromene tels que les flavanes,

les flavones, les flavonols et les anthocyanidines (Rauter et al., 2018).

VII.  Activités biologiques des algues
Les algues sont laxatives, antirhumatismales, anti-inflammatoires (Sarithakumari et al.,
2012), stimulent lacirculation sanguin, les échanges métaboliques, elles renforcent I'immunite,
protégent les muqueuses intestinales et possedent des propriétés amaigrissantes, elles sont
aussi reconnues pour posséder des éléments antibactériens,antivirales,antioxydants,
antiparasitaires et d’autres propriétés comme celle qui entre dans la régulation du taux du

cholestérol sanguin ou dans la régulation du systeme immunitaire.(Tsao , 2010).
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Les algues sont aussi utilisées en usage externe. De par la grande capacité d'absorption de la
peau, l'application d'algues en externe s'avere bénéfique dans les cas de rhumatismes, de
fractures, d'arthrose, de cures amaigrissantes, de goutte, d'hypertension, de blessures,
d'asthme.

VII. 1. Activité anti-inflammatoire des algues brunes

L'inflammation est la réponse des tissus vivants vascularises a une agression par une infection
pathogene, ou par un traumatisme (Rankin, 2004). Le but de I’inflammation est d'éliminer
I'agent pathogéne et de réparer les lésions tissulaires. Parfois lI'inflammation peut étre néfaste
du fait de la persistance de l'agent pathogéne dans le siége de l'inflammation, par anomalies
des régulations du processus inflammatoire (Alshey et al., 2012).

La réponse inflammatoire est un processus physiologique de défense de 1’organisme contre
une agression qui provoque une altération tissulaire. L’action premicre de la réponse
inflammatoire est d’éliminer ou de supprimer 1’agent causal (bactérie, virus, parasite, tissu
1és¢) du reste de 1’organisme et de permettre, de plus rapidement possible, la réparation des
tissus. Cette réponse, dénommeée inflammation aiguée. L’aspect négatif de la réponse
inflammatoire intervient quand cette derniere se pérennise et devient défavorable et doit étre
contrdlée par les traitements médicamenteux. (Bernard et Frédéric, 2003).

Les composés phénoliques d'algues possédant une activité anti-inflammatoire ils reptrésentent
un groupe important et diversifié de métabolites secondaires comprenant un ou plusieurs
groupes phénoliques. Ces composés phytochimiques bien connus sont biosynthétisés par les
voies de I'acide shikimate et de I'acétate-malonate. (Tsao, 2010).

= Sargassum sp

Sargassum tenerrimium et S. cervicorne, ces espéeces inhibent la production des
prostaglandines spécifiqguement la PGE2 par blocage des enzymes cyclooxygénases. L'acide
alginique, un polysaccharide anionique de Sargassum wightii, a montré des effets anti-
inflammatoires dans une étude sur l'arthrite induite par un adjuvant chez le rat.
(Sarithakumari et al., 2012).

L'apo-9'-fucoxanthinone’-fucoxanthnone isolée de Sargassum muticum, appartenant a la
famille des norisoprénoides, a efficacement supprime la production d'oxyde nitrique (NO) et
de prostaglandine E2 (PGEZ2) induite par le LPS. Ce composé a également exercé ses actions
anti-inflammatoires en régulant a la baisse l'activation de NF-kB par la suppression de IkB-a

dans les macrophages (Eun-Jin et al., 2013).
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= Ecklonia cava

Ecklonia cava une algue brune comestible qui a un effet anti inflammatoire, elle posséde trois
des principaux phlorotannins I'eckol, le dieckol et le 8,8'-bieckol, qui ont un effet protecteur
contre les dommages neuro-inflammatoires. Le dieckol a la plus forte capacité a combattre
I'apoptose et la surcharge en Ca2+ et inhibe plus efficacement I'augmentation des marqueurs
inflammatoires et les niveaux de protéines de p65. ( Jung et al., 2009), ont montré que le
dieckolreduit la libération et la stimulation de cytokines et d'enzymes pro-inflammatoires
ainsi qu'une activité de balayage intracellulaire. En outre, un phlorotanins d'Ecklonia
stolonifera, le phlorofucofuroeckol B, a été identifié comme un puissant suppresseur de
l'inflammation, inhibant les voies IkB-o/NF-kB et AKt/ERK/INK (Yu et al., 2015). Il a été
montré que le polysaccharide sulfaté le fucoidane d'Ecklonia cava, réduit le NO et le PGE2,
de maniére dose-dépendante, en inhibant I'INOS et la COX-2, respectivement dans le LPS
induit une inflammation de RAW 264,7.

= [Ishigeokamurae

Un extrait d'éthanol d'Ishigeokamurae a également montré des effets anti-inflammatoires
(Kim et al., 2009). On a signalé que la fucoxanthine extraite d'lshigeokamurae induisait
I'apoptose des cellules leucémiques humaines HL-60 en générant des especes réactives de
I'oxygéne (ROS) et induisait la rupture des caspases -3 et -7, du poly-ADP-ribose et réduisait
les niveaux de Bcl-xL (Kim et al., 2009). A un effet cytoprotecteur sur les lésions cellulaires
induites par le H202 et les UV-B. L'analyse de la réaction en chaine de la transcriptase-
polymérase inverse (RT-PCR) a révélé que 'ARNm de I'iINOS et de la COX-2 était affecté
par la fucoxanthine. L'expression des cytokines IL-6, TNF-a et IL-1p a également été
supprimée par la fucoxanthine avec leur ARNmM respectif, elle réduit également la
translocation nucléaire des protéines P50 et P65 et la dégradation cytoplasmique de
l'inhibiteur de B (IkB)-a qui entraine un faible niveau de transactivation du facteur nucléaire
(NF)-KB et inhibe la phosphorylation des protéines kinases activées par des mitogenes (Heo
et al., 2010).

= Lobophoravariegata
Le polysaccharide sulfaté de l'algue marine brune Lobophoravariegata présentait un effet
anti-inflammatoire inhibant I'oedeme, augmentant la perméabilité vasculaire et la migration

des neutrophiles (Rommuloetal ,2011).
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= Laminaria saccharina

Le fucoidanes représentent une classe de polysaccharides sulfatés enrichis en fucose que I'on
trouve dans la matrice extracellulaire des algues brunes (Berteau et Barbara., 2003) les
fucoidanes des algues marines sont hétérogenes et représentent des mélanges de
polysaccharides structurellement apparentés avec certaines variations de la teneur en unités
glucidiques (L-fucopyranose et non fucose) et en substituts non glucidiques (principalement
des groupes sulfate et acétyle fucoidan de Laminaria saccharin a réagit avec les sélectines L
et P et diminue la fuite des neutrophiles [leucocytes polymorpho nucléaires (PMN)] tous les
fucoidanes, inhibent & différents degrés l'extravasation des neutrophiles. On a également
signalé que le fucoidan interfere avec la dégradation du squelette de la membrane basale
pendant l'inflammation en agissant comme inhibiteur de I'héparanase et des élastases
(Sennietal., 2006).

= Undaria pinnatifida

Deux anti-inflammatoires -3 acides gras polyinsaturés (AGPI) de I'acide stéaridonique (SA)
et de l'acide eicosapentaénoique (EPA) et un pro-inflammatoire ®-6 AGPI de I'acide
arachidonique (AA) ont été isolés de I'algue brune comestible Undaria pinnatifida. L'AA était
actif contre I'inflammation de I'oreille de souris induite par I'acétate de myristate de phorbol,
L'EPA était également actif contre I'oedeme. Bien que I'AA a faibles concentrations ait
montré des activités anti-inflammatoires (Mohamed et al., 2007).

L'AS et I'EPA ont été extraits de l'algue brune Undaria pinnatifida qui s'est révélée anti-
inflammatoire contre I'oedéme de l'oreille de souris, Suppriment la production de LTB4, de
leucotriene C4 (LTC4) et dacide 5-hydroxyeicosatétraénoique (5-HETE) en utilisant des
mastocytes de souris MC/9 (Ishiharaetal., 1998).

VII. 2. L’activitée antibacterienne des Algues

Les agents antibactériens agissent par différents mécanismes et peuvent étre utilisés de
diverses manieres, en fonction des objectifs recherchés et de leur spécificité d'action. Cette
derniére peut globalement étre répartie en deux types, en ce qui concerne les bactéries : action
germicide ou biocide pour les agents ayant une action létale sur les microorganismes, action

statique pour les agents qui inhibent leur croissance sans les tuer.
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VII.  2.1. Les facteurs agissants sur I’action des agents antimicrobiens

L'action des agents antimicrobiens dépend de trois facteurs : sensibilité intrinséque du
microorganisme ciblé, la nature de l'agent antimicrobien utilisé, les conditions physico-

chimiques du milieu de contact.

VIl.  2.2. Quelques composants antimicrobiens produits par les algues brunes

En général, I’activité antimicrobienne des macro-algues a fait 1’objet d’études approfondies.
Cependant I’exploitation des algues comme source de découverte de nouvelles substances
bioactives est encore au stade expérimental, malgré le fait que de nombreux nouveaux
composes antimicrobiens ont été isolés au cours ces dernieres années tels que : les
terpénoides, phlorotannins, polyphénols, acides phénoliques, anthocyanines, dérivés de

I’acide hydroxycinnamique et des flavonoides. (Kamei et al. 2009)

Tableau 05 : Nouveaux composés antimicrobiens isolés des algues. (Kameietal. 2009)

Compound Source
Peyssonoic acid A and B Peyssonnelia sp.
Tiomanene Acetylmajapolene (A and B) Laurencia sp.

3-Dibromobenzaldehyde-4,5-disulfate potassium salt

5-Bromo-3 4-dihydroxybenzaldehyde Polysiphonia lanora

Zonarol and isozonarol sesquiterpenes Dictyopteris zonarioides
Diterpene sargafuran Sargassum macrocarpum
10-Hydroxy kahukuene B Laurencia mariannensis

= Les terpénoides

Kameietal. (2009) ont trouvé un nouveau composé terpénoide antibactérien, le
diterpenesargafuran, extrait méthanolique des algues brunes marines Sargassum
macrocarpum. Les résultats de ’activité antibactérienne montrent que le sargafuran était

bactéricide et a inhibé Propionibacterium acnes par lyse cellulaire. En outre, le zonarol et
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I’isozonarol sesquiterpenes isolés de Dictyopteriszonarioides (algue brune) ont montré un fort

effet inhibiteur contre les champignons phytopathogénes (Fenicaletal., 1972).

= Les polysaccharides et les oligosccharies

Leur activité antimicrobienne dépend de certains facteurs, tels que leur distribution, leur poids
moléculaire, leur densité de charge, leur teneur en sulfate (dans les polysaccharides sulfatés),
ainsi que des structures de conformation. D’ailleurs, les oligosaccharides obtenus par
dépolymérisation de polysaccharides d'algues marines induisent également une protection
contre les infections virales, fongiques et bactériennes des plantes.

Les fucoidans et les laminaires sont considérés comme les principaux polysaccharides

hydrosolubles des algues brunes (Maria et al., 2016).

= Lescaroténoides
Le mécanisme antimicrobien proposé pour les caroténoides pourrait entrainer I'accumulation
de lysozime, une enzyme immunitaire qui digére les parois des cellules bactériennes [16 -

carotene, violaxanthine et fucoxanthine se trouvent dans les algues brunes (Kraan, 2013).

= Les phlorotannins

L'activité antibactérienne des phlorotannins serait due a l'inhibition de la phosphorylation
oxydative, et leur capacité a se lier a des protéines bactériennes telles que des enzymes,
provoquant la lyse des cellules. Les cycles aromatiques phénoliques et les groupes OH des les
unités de phloroglucinol se lient aux groupes -NH des protéines bactériennes par une liaison
H et hydrophobes interactions (Heldt et Piechulla, 2010).

Wei et al. (2015) ont rapporté que les phlorotannins de faible poids moléculaire extraits de
Sargassum thunbergii endommageaient la membrane cellulaire et la paroi cellulaire de Vibrio
parahaemolyticus, provoquant une fuite du cytoplasme et la déconstruction de la perméabilité
de la membrane. lls ont test¢é une gamme d'extraits de solvants de I'algue brune
Eiseniabicyclis contre I'acné liée & Propionibacterium.

Ils ont testé aussi sur la méme algue l'activité du phlorofucofuroeckol contre le SARM. Le
phlorofucofuroeckol a supprimé les génes mecl, mecR1 et mecA ces trois génes régulent
I'expression de la résistance a la méthicilline des bactéries, entrainé la suppression de la
protéine de liaison a la pénicilline 2a qui est le principal mécanisme par lequel les souches de
SARM reésistent a la méthicilline (Lee et Kim, 2015).
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= Lesacides gras

Les acides gras libres des algues agissent comme inhibiteurs de la chaine de transport des
électrons et de la phosphorylation oxydative dans les membranes des cellules bactériennes.
Cela interfére avec le transport d'énergie de I'adénosine triphosphate, et inhibe des enzymes
telles que I'enoyl-acyle bactérien protéine réductase porteuse, nécessaire a la synthese des
acides gras dans la cellule bactérienne. La lyse de la cellule, et la formation de produits de
dégradation par peroxydation et auto-oxydation (Pradhanetal., 2014).

Les acides gras antibactériens, I'acide cyclopentane-acétique, et I'acide 10,13-octadiénoique
comme principaux composants extrait de Sargassumvulgare et I'éther diethylique a extrait de
Sargassum fusiforme. La microscopie électronique a transmission a été utilisée pour mesurer
les modifications morphologiques des cellules de Staphylococcus aureus et de Klebsiella
pneumoniae traitées avec ces extraits d'algues brunes les parois cellulaires des deux bactéries
ont été perforées provoquant la rupture de la paroi cellulaire, fuite cytoplasmique,
rétrécissement du protoplasme, vacuolisation cytoplasmique, dispersion de la chromatine,
distorsion de la forme extérieure de la cellule et diminution de la taille de la cellule (Shafay et
al., 2016).

= Les Protéines

L'activité antimicrobienne des acides aminés sous forme de peptides a chaine courte, ou de
protéines plus grandes et plus complexes. La conformation amphipathique de peptides leur
permet de se lier a des sites polaires et non polaires sur les membranes cytoplasmiques des
bactéries, interférant ainsi avec les processus et la propagation cellulaires (Lordanetal., 2011)
Par exemple les peptides antibactériens de l'algue brune Saccharina longicruris détruit les

bactéries par hydrolyse enzymatique avec de la trypsine.

= Les flavanoides

Les flavonoides sont des substances antibactériennes efficaces contre un large spectre de
bactéries (Ghedira, 2005), ils ont la capacité a inhiber la synthese des acides nucléiques
(Cushine et Lamb, 2005) par I’intercalation et le mésappariement des bases azotées des
acides nucléiques (Mori etal., 1987). Le genre Padinaa un taux élevé de flavanoides (Husain
et al.,2018).

26



Partie Bibliographie Mémoire | 2021

VII. 3. Les facteurs agissant sur I’activité antimicrobienne des algues marines

Les activités antimicrobiennes varient selon les espéces, I'état physiologique, larégion du
thalle, les aspects environnementaux (climat, localisation, salinité, température), la pollution,
les conditions de croissance, le temps de collecte et les organismes épiphytes (Stabili, 2014 ;
Trigui, 2013). Plusieurs études ont montré que le changement de I'action antimicrobienne et
antifongique varie selon les saisons. Une action antimicrobienne élevée au printemps et en été
probablement en raison de la prédominance de certains composés actifs au cours de cette
période (Krish et Das, 2014 ; Choi et al., 2014).

Les especes microbiennes associées aux algues marines partagent un environnement commun
(Hughes et Fenical, 2010). Les bactéries présentes a I'extérieur ou a l'intérieur des cellules
d'algues protégent l'algue contre les agents pathogénes en produisant des composeés bioactifs
présentant une forte activité antimicrobienne (Horta et al., 2014 ; Amraoui et al., 2014).
Mais dans les études qu’on réalise les bactéries épiphytes ont été éliminées par lavage. La
méthode d'extraction et le choix du solvant agissent sur les propriétés physiques et chimiques
de I’extrait, Les protocoles utilisent différentes températures, durées, plages de pH et
concentrations d'extraction. Toutes ces variables influencent I'efficacité du produit
antibactérien final, la polarité du solvant d'extraction affecte profondément la maniére dont
I'extrait va interagir avec les groupes fonctionnels sur les surfaces bactériennes. D’apreés la
polarité du solvant utilisé, les extraits peuvent étre hydrophiles polaires ou lipophiles non
polaires. Cela influence la capacité de I'extrait d'algue a agir sur la membrane cellulaire et

d'autres composants de bactéries (Emer et Nissreen, 2016).

VII. 4. Exemples d’algues brunes agissant sur les bactéries

Les algues brunes avaient le pourcentage le plus élevé d’espéces actives. La majorité des
algues brunes testées étaient actives contre Proteus mirabilis, Micrococus luteus, Escherichia
coli et Enterococcus faecalis. Les activités antimicrobiennes étaient trés répandues parmi les
extraits d’especes appartenant aux familles des Sargassaceae et des Dictyotaceae. L extrait de
Stocheospermum marginatuma montré une activité significative contre Klebsiella pneumoniae
multirésistant. En outre, I’extrait de Sargassum wightiiet de Stocheospermum marginatuma
montré une activité antibactérienne contre les bactéries a Gram négatif. Dans un rapport
précédent (Gonzalez et al., 2001), des extraits de méthanol de Padinapavonica ont montré
une activité antibactérienne contre le Bacillus uniquement. L’activité antimicrobienne a

spectre étroit de P. pavonicaa été confirmée dans les études ultérieures, car les extraits d’éther
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diéthyliqgue de P. pavonicaont montré une faible activité contre Candida, Pseudomonas

aeruginosa, E. coli et E. faecalis (Tuney et al., 2006).

VIIl.  Les Antibiotiques
VIl 1. Définition

Un antibiotique est une substance qui exerce une toxicité sélective sur les bactéries. Les
premiers antibiotiques étaient d’origine naturelle, alors que les majorités des antibiotiques

récents ont produite par hémi-synthése ou synthése totale (Bustany et Phillipe, 1993).

VIIl. 2. Mécanisme d’action des antibiotiques

VI, 2.1. Action sur la paroi
Inhibition de la synthese du peptidoglycane, élément de base de la paroi bactérienne, on prend
I’exemple des glycopeptides classe des antibiotiques qui agit sur le dimére D-Ala-D-Ala
terminal du pentapeptide porté par le peptidoglycane pour empécher la transpitidation et la
réticulation de la paroi, aussi la voncomycine, les béta-lactamines, fosfomycines. (Loir et
Gantier, 2010).

VI,  2.2. Action sur la membrane plasmique
Tyrocidine et Gramicidines se fixent sur les phospholipides membranaires et désorganisent la
membrane. Polymyxine et Colistine : se fixent sur les phospholipides et les polyosides
membranaires et désorganisent la membrane. Polyénes (Amphotéricine B) : antifongiques se

fixant sur les stérols membranaires provoquant la formation de pores.

VI,  2.3. Action sur la synthese protéique
Certains nombres d’antibiotiques agissent sur la synthése protéique au niveau des ribosomes
en empéchant la lecture du code ou en la faussant comme les macrolides. les tétracyclines se
fixent sur la fraction 50 S des ribosomes et empécheraient la pénétration de complexe acide
aminé-ARNt, les chloramphénicols inhibent la formation des liaisons peptidiques entre les

acides aminés.
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VI, 2.4. Action sur les acides nucléiques

L’ADN : au moment de la division cellulaire, la mitoycine C et les porfiromycines forment
des ponts entre les deux chaines de I’hélice d’ADN pour empécher leur réplication qui
nécessite une séparation totale des deux brains et par la suite il n’y aura plus de multiplication
cellulaire, les quinolones agissent directement sur I’ADN gyrase (Alphonse et al, 2004).
L’ARN : T’actinomycine bloque la progression de I’ARN polymérase au cours de la
transcription, la novobiocine bloque a la foie I’ADN gyrase et I’ARN polymérase (Alphonse
et al., 2004).

VIIl.  3.La résistance bactérienne aux Antibiotiques

Des especes bactériennes ou certaines souches de méme espece bactérienne peuvent étre d'une
résistante a lI'action d'un de plusieurs ou antibiotiques. On parle alors, dans ce dernier cas, de
résistance croisée ou de résistance multiple. La résistance bactérienne résulte toujours de
I'incapacité de I'antibiotique a agir sur sa cible, du fait de la réaction des bactéries vis a vis de
l'antibiotique, exprimée par divers mécanismes. Les microorganismes utilisent des
mécanismes qui leur permettent d’échapper a [’action des antimicrobiens. Plusieurs
mécanismes de résistance différents ont été décrits dans les bactéries (Opaletal., 1995).

Une souche bactérienne est considérée résistante a un antibiotique donné, lorsqu'elle est
capable de croitre en présence de cet antibiotique, c'est-a-dire elle posséde une information
génétique lui permettant d’élaborer des mécanismes d’échappement a 1’action de

I’antibiotique (Francois, 2003).

VIIIl. 4. Origine de la Résistance
VIIl.  4.1. La résistance naturelle
La résistance naturelle intrinséque est un caractere stable transmise a la descendance, elle a

pour support génétique le chromosome bactérien (Serge, 2017).

VI,  4.2. La résistance acquise
v/ Résistance par mutation
Elle est liee essentiellement a deux mécanismes : diminution de la perméabilite et altération
des cibles moléculaires, ce type de résistance est le seul connu pour les rifamycine, la

fosfomycine, et les quinolones (Flandrois., 1997).
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v/ Résistance par acquisition des génes

C’est la résistance la plus fréquente, elle correspond a 1’acquisition des geénes par transfert
horizontal (plasmide, transposon). (Gentilini et al., 2012). Les plasmides prélévent des genes
de résistance aux antibiotiques et deviennent des plasmides de résistance, ou plasmides R, leur
passage d’une cellule vers une réceptrice par le phénomene de conjugaison est a 1’origine de
I’acquisition de la résistance (Peter et al., 2017).

La transduction est un transfert réalisé par un bactériophage de I’ADN de I’hotte vers une
cellule réceptrice, exemple du géne de résistance de la streptomycine chez les bactéries
lactiques (Corrieuet Francois, 2008).

Autre mécanisme de transfert est la transformation naturelle qui dépend de I’acquisition de
I’ADN extracellulaire et leur intégration au chromosome de la bactérie receveuse, ce
phénomeéne a été mit en évidence en premier lieu chez Streptococcus pneumoniae (Corrieu et
Francois, 2008).

VIIIl. 5. Les mécanismes de résistance bactérienne

Les bactéries résistent aux antibiotiques par différentes mécanismes biochimiques :

- Modification de la perméabilité de la membrane en s’opposant a la pénétration de I’ATB a

I’intérieur (Francois, 2003).

- Détoxification enzymatique de I’antibiotique (exemple des béta-lactamases qui inactivent les

aminoglycosides). (Yves et al., 2000).

- Modification structurale de la cible, exemple : modification des ribosomes ne pouvant plus

fixer les macrolides, aussi modification des PLP, sites normaux d’action des pénicillines.

(Francois, 2003). Les types du spectre d’action des antibiotiques On définit trois spectres

d’action (Denis, 2013)

a) Spectre large ; Un antibiotique qui agit sur plusieurs catégories bactériennes, ils sont
Prescrits lorsque le germes n’est pas identifié ou lorsque la pathologie est due a différents
types de germes exemple d’une angine peut avoir comme cause plusieurs germes
différents pour la traiter on I’utilise un antibiotique a spectre large tel que la pénicilline A.

b) Spectre étroit ; Il s’agit d’un antibiotique qui cible un type limité de germe, exemple la
plupart des furoncles sont dues par un staphylocoque, on utilise donc un ATB uniquement

anti-staphylococcique.
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VIII.

c) Spectre moyen ou limité : Il s’agit d’un antibiotique dont I’efficacité est réduite ou
partielle sur un groupe de germe, il concerne aussi un ATB anciennement a spectre large

qui a devenu réduit par I’apparition de la résistance bactérienne.

6. Quelques exemples d’antibiorésistance des bactéries pathogénes

e Bacillus sp

Les espéces de Bacillus sont résistantes a la clindamycine qui est une classe d'antibiotique,
présentant une activité en se liant a la grande sous-unité des ribosomes (Tenson et al.,2003).
La résistance a la clindamycine se présente sous trois formes, et les mécanismes possibles
comprennent I'activité de la pompe a efflux codée par les génes mrsA et mefA et I'inactivation
de la clindamycine par l'activité de la O-nucléotidyl transférase codée par le gene line A
(Eitel et al.,2013). Un autre mécanisme implique l'activité des genes erm (également appelés
génes mls), qui permettent la modification de I'ARNr 23S des ribosomes (Leclercq et al.,
2013).

e Staphylococus aureus

e Résistance aux bétalactamines : Les bétalactamines se lient aux enzymes participant
a la synthése du peptidoglycane constituant principal de la paroi bactérienne : les
protéines de liaison a la pénicilline (PLP). Les staphylocoques résistent a cette liaison
par trois mécanismes : modification des protéines cibles, production d’enzymes
(bétalactamases) et la diminution de perméabilité de la membrane externe (Pilly,
2006).

e Résistance a la pénicilline ; Elle résulte de la production d’une béta-lactamase codee
par le géne blaZ localisé sur un large plasmide, cette béta-lactamase est synthétisée
quand la bactérie est exposée a la pénicilline et qui va par la suite hydrolyser le cycle
bétalactame rendant inactif 1’antibiotique (Lowy, 2003).

e Résistance a la méticilline ; Staphylococcus aureus résistante a la méticiline (SARM)
est une des principales bactéries responsables d’infections nosocomiales. La résistance
a la méticilline résulte de la production d’une protéine de liaison a la pénicilline
(PLP2a) altérée qui posséde une affinité diminuée pour la plupart des antibiotiques de
la famille des bétalactamines (Zetolaetal., 2005). La PLP2a (78 kDa) est codée par le

géne mecA qui est porté par un élément génetique mobile appelé SCCmec. Il existe 7
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types de SCCmec numérotés de 1 a VII leur taille varie de 21 a 67 kb. Les SCCmec I,
IV, V, VI et VII sont uniquement responsables d’une résistance aux bétalactamines,
tandis que les SCCmec II et III contiennent d’autres déterminants génétiques qui
confeérent une résistance a d’autres antibiotiques que les bétalactamines et sont
responsables des phénoménes de multi résistances aux antibiotiques retrouvés
communément en milieu hospitalier. En raison de sa petite taille le transfert horizontal
d’une souche de SA a I’autre est plus facile pour 1’¢lément SCCmec IV que pour les

SCCmec Il et I11 (Zetolaetal., 2005).

e Proteus sp
Les bactéries du genre Proteus, a I’execption du P. mirabilis, produisent naturellement une
céphalosporinase inductible, Cela confére une résistance naturelle aux pénicillines et aux
ceéphalosporines lere génération. de plus, les bactéries du genre Proteus sont également
naturellement résistantes a la tétracycline (Bonnet, 2012 ; Leclercq et al., 2013).

e Echerichia coli
E. coli est résistante aux béta-lactamines soit par la production de béta-lactamases qui
hydrolysent le noyau béta-lactame, ou par diminution de la perméabilité de la membrane
externe aux antibiotiques hydrophiles par modification des porines, ainsi que des phénomenes
d’efflux, elle est aussi résistante a I’acide Nalidixique, 1’Ertapeneme, les quinolones et aux

aminosides par I’inactivation enzymatiques (Filali et al., 2000).

e Salmonella sp
La résistance a l'acide nalidixique, qui est utilisée comme indicateur d'une sensibilité réduite a
la ciprofloxacine et a d'autres fluoroquinolones, se manifeste dans les isolats du Pakistan, de
I'Inde et du Vietnam, avec des taux d'incidence élevés de 59 %, 57 % et 44 %, respectivement
(Ochiai et al., 2008).

e Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa présente une résistance a divers antibiotiques, spécialement les
aminoglycosides, les quinolones et les P-lactames. Les mécanismes de résistance de P.
aeruginosa comprend une résistance acquise et intrinseque qui exprime une faible

perméabilité de la membrane externe, l'expression de pompes d'efflux qui expulsent les
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antibiotiques hors de la cellule et production d'enzymes inactivant les molécules
d’antibiotique comme les béta lactamases. La résistance acquise de P. aeruginosapeut étre
obtenue soit par transfert horizontal de genes de résistance, soit par des mutations (Hancock
et al., 2000).

e Enterobacter sp
La majorité des espéces du genre Enterobacter sont sensibles au céfépime (Russo et
Johnson,2008). Aux aminoglycosides, aux fluoroquinolones et au triméthoprime-
sulfaméthoxazole (Boyce et al., 2004). Les espéces du genre Enterobacter sont résistantes a
I'ampicilline, aux céphalosporines de premiere et de deuxieme génération et & la céphalothine
(Farmer et al., 2007).

e Morganella morganii

M. morganii présente une résistance intrinséque a I'oxacilline, a I'ampicilline, a I'amoxicilline,
a la plupart des céphalosporines de premiére et de deuxieme génération, aux macrolides, aux
lincosamides, aux glycopeptides, a la fosfomycine, a l'acide fusidique et a la colistine
d‘ailleurs elle est sensible a l'aztréonam, aux aminoglycosides, aux pénicillines anti-
pseudomonales, aux céphalosporines de troisieme et quatrieme générations, aux
carbapénemes, aux quinolones, au triméthoprime / sulfaméthoxazole et au chloramphénic
(Parikh et al., 2008).

e Kilebssiella sp
Le genre Klebsiella présente une résistance aux pénicillines, en particulier I'ampicilline et la
carbénicilline. Compte tenu du fait qu'un nombre croissant de souches du genre Klebsiella
semblent produire des céphalosporinases, des carbapénémases et des béta-lactamases a
spectre étendu (Kumarasamy et al., 2010).
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Matériels et méthodes

I. Objectif

A. Préparation des extraits d’algue brune Cystoseira sp par macération en utilisant trois

solvants : Eau, Méthanol, Acétate d’éthyle.
B. Dosage des Poly phénols, Flavonoides et les Tanins des trois extraits d’ Algue Brune.
C. Reéalisation de I’ Antibiogramme des 04 Souches Bactériennes Référenciées.
D. Etude de I’activité antimicrobienne des extraits du Cystoseirasp.
Il. Matériel

11.1. Matériel VVégétal

e Site de prélévement

L’algue brune Cystoseiraspa été collectée au niveau de la plage de Bousfer (5 km au nord de la

commune de Ain El Turk et a 50 km de la wilaya d’Oran, I’ouest Algérien a divers points du

site (Cf. Fig 04 ; A, B).
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Figure 04 : Site d’échantillonnage,
A : La plage de Bousfer (le site de prélévement)

B : Localisation géographique du site de 1’échantillonnage du Cystoseira sp
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11.2. Matériel Biologique

e Souches Bactériennes utilisées
Staphylococcus Aureus ATCC 25923
Entérococcus Faecalis ATCC 49452

a. Souches Gram positif (+) :

b. Souches Gram Négatif (-) :

Pseudomonas Aéruginosa ATCC 27853
Salmonella Montevideo ATCC 358011

I11.Méthodes
I11.1. Préparation de I’échantillon

a. Récolte :

L’algue brunes Cystoseira sp a été collectée le 06/03/2021 au niveau de la plage de Bousfer

Figure 05 : Algue Brune récolté

b. Rincage

Les algues récoltées ont été¢ nettoyées par lavage avec de I’eau douce pour é€liminer les
épiphytes, les salissures les débris d’animaux marins et les polluants. Un dernier lavage est

effectué avec I’eau distillée.
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Figure 06 : Ringage et nettoyage d’échantillon (Algue brune)

c. Séchage
Par la suite elles ont été séchées dans une chambre a une température ambiante et a 1’obscurité

pendant cing jours (Debabrata et Siba, 2016).

%

Figure 07 : Séchage d’échantillon (Algue Brune)
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d. Broyage et tamisage
Aprés séchage les échantillons ont été broyés a l'aide d'un mortier et un broyeur

électrique a fin d’avoir une poudre trés fine récupéré par tamisage en utilisant un tamis

de diametre 0.2 mm.

Figure 08 : Broyage et Tamisage d’Echantillon
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I11.2. Préparation des extraits

L’extraction par macération a été faite selon la méthode de Hamia et al. (2014).

a. Solvants utilisés

Les différents solvants utilisés sont présentés dans le tableau suivant.

Tableau 06 : Caractéristiques des solvants utilisés.

Solvant Nature chimique Polarité
Eau Solvant inorganique Polaire portique
Méthanol Alcool Polaire portique
Acétate d’éthyle Ester Polaire aprotique
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b. Maceération : Aqueuse, Méthanolique, Acétate d’éthyle

30 g de poudre / 300 ml de }

solvant
Agitation 24 h }
4'—» Filtration24 H
; \l—/ }

.

Rota-vapeur }

1

( Séchage 40c° /24 H }

!

[ Conservation a 6°c }

-

N\

Figure 09 : Etapes de macération (aqueuse, méthanolique, acétate d’éthyle)
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111.3. Dosages colorimétriques
111.3.1. Dosage des Poly phénols

La teneur des composés phénoliques totaux des extraits d’algues préparés ci-dessus, est
déterminée par une méthode Spectrophotomeétrique. Elle est basée sur la réaction des composés
phénoliques avec le réactif de follin-ciocatleu, ce réactif est constitué¢ d’un mélange d’acide
phospho-tungstique (Ha3PW12040) et d’acide phospho-molybdique H3PMO12040 , il est réduit
lors de I’oxydation des phénol en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne, la
couleur dépend du nombre de groupement hydroxyle et de leur position dans les molécules ; La
coloration produite est proportionnelle a la quantité de poly phénols présent dans les extraits
veégétaux (Ribereau - Gayon et al., 1968).

Le dosage de poly phénol totaux a été réalise avec le réactif colorimétrique Follin-Ciocalteu
selon la méthode de Benabdllah (2013). Des mesures d’absorbance sont enregistrées a 760nm
en utilisant un spectrophotomeétre (Kuda et al., 2005).

Le protocole appliqué comporte les étapes suivantes :

01ml Follin pure + 9ml Eau distillée dans tube a essai et homogénéisé

Préparé solution mére SM ; 0.01 g d’extrait + 10ml du solvant dans un tube

Un volume 0,5ml de SM + 02 ml Follin prépare (10 fois dilué)

Laisser 05 Minute a I’obscurité avec agitation Iégere

Ajouter 2,5ml Na2CO3 avec agitation 1égere pendant 90 minutes a 1’obscurité

01 tube témoin 02ml Follin + 2,5 Na2CO3 laisser 90 mn a I’obscurité a été préparé

AN N N N N SN

Lire I’ Absorbance au spectrophotometre UV a une longueur d’onde 760nm

Figure 10 : dosage des poly phénols
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111.3.2. Dosage des Flavonoides

Le dosage des Flavonoides a été realisé selon la méthode de Benabdllah (2013)
v"Un volume de 1,5ml de SM + 1.5 ml de ALcL3 et Homogénéisé

v’ Incuber 40 Minute a I’obscurité

v 01 tube témoin : 1.5ml Eau distillée + 1,5 ALCL3 a été prépare

v' Lire I’Absorbance au spectrophotométre UV a une longueur d’onde 430 nm

Figure 11 : Dosage des Flavonoides

111.3.3. Dosage des Tanins
Le dosage des Tanins a été réalisé selon la méthode de Benabdllah (2013)
v Un volume de 25ul de SM + 1.5 ml de Vanilline et Homogénéisé
v Ajouter 750 pl d’Hcl pure
v’ Laisser les 03 tubes + témoin 15 a 20 Minute a 1’obscurité
v 01 tube témoin : 1.5ml Vanilline + 750 pld’ HcL pure Homogénéisé

v’ Lire I’ Absorbance au spectrophotométre UV a une longueur d’onde 500 nm

Figure 12 : Dosage des tanins
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I11.4. Antibiogramme

Pré culture des souches utilisées ]

J

I
ﬁ/[ Préparation des boites (milieu MH) J

!

Préparation des suspensions ]

bactériennes

|

Ensemencement des boites J
|
Dépot des disques d’ATB J
l
Incubation 37°C / 24 H J
2
[ Lecture et interprétation des résultats }

Figure 13 : étapes d’ Antibiogramme
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111.5. Evaluation de I’Activité Antimicrobienne

I11.5.1. Préparationdes concentrations des trois extraits

- Préparation de solution mére : 0.2 g de chaque extait / 1 ml de DMSO

- Préparation d’une serie de tubes contenant chaqu’un 0.5 ml de DMSO

- des dilutions binaires ont été préparées pour avoir des concentrations allant de 200 mg/mlau

12.5 mg/ml.

IIL5.2. Test de L’Activité Antibactérienne
- Préparer les boites (Gélose Mueller Hinton)
- Préparer les Suspensions bactériennes (04 souches) 0.5 a I’échelle Mac Ferland

- Ensemencer les boites Pétri par Ecouvillonnage

Figure 14 : Ensemencement des boites
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- Réaliser des puits et les remplir avec 50 plde chaque concentration de différents extraits

Figure 15 : Réalisation des puits sur gélose MH

Figure 16 : Remplissage des extraits dans des puits sur gélose MH

- Incubation a 37 °C pendant 24h

Figure 17 : Incubation des boites

- Lecture et interprétation des résultats
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111.6. Détermination des concentrations minimales inhibitrices sur milieu liquide

(CMI).

e LaCMlI est définie comme la plus faible concentration inhibant toute croissance bactérienne
visible a L’ceil nu, aprés 18 a 24 heures d’incubation (Shanmuga et al., 2012). La
détermination des CMI des extraits des algues étudiées vis-a-vis des quatre souchestestées
précédemment est realisée selon la technique de micro-dilution sur microplaque stériles, tel
que recommandé par le Comité national pour les Normes de Laboratoire Cliniques
(NCCLS, 1999). Avec quelques modifications. La procédure est comme suit :

- Préparation des solutions meres :

* SM de I’extrait Aqueux ; 01 ml DMSO + 0.2 g extrait aqueux
* SM de I’extraitméthanolique ; 01 ml DMSO +0.2 g extrait méthanolique
* SM de ’extrait d’ Acétate d’éthyle ; 0.1 ml DMSO +0.02 g extrait d’acétate d’éthyle

- 50 pl de bouillon MH stérile ont été réparti dans tous les puits de la microplaque.

- 50 pl de I’extrait d’algue ont été ajoutés dans le premier puit, des dilutions binaires ont été
réalisées.

- 50 pl de la suspension microbienne calibrée 0.5 Mc Ferland est ajoutée a chaque puits.

- Bien homogénéiser les préparations, recouvrir de papier film afin d’éviter toute
déshydratation.

- Incuber a 37°c pendant 24h.

- Un tube témoin a été prépare : 50ul bouillon MH +50ul la suspension bactérienne.

- Incubation a 37°c pendant 24 h.

- Lecture des resultats : La croissance microbienne a été estimée en mesurant la densité

optique a 620 nm a I’aide d’un lecteur de Microplaque, ceci apres le temps d’incubation

24h pour les bactéries

Figurel8 : détermination de la CMI
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111.6.2. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

La CMB est définie comme étant la plus petite concentration aboutissant a une destruction
notable des bactéries (0,01% de survivant). (Nissen-Meyer et al., 2001).

Des boites de Pétries sont coulées par de la gélose nutritive et sont ensemencées a partir des
premiers puits ou aucune croissance n’est observée. Apres incubation a 37°C pendant 24h, une
présence de la croissance ou non est mentionnée. La CMB correspond a la plus Petite
concentration aboutissant a une destruction des bactéries. (Meyer et al., 1994).

e En se basant sur les résultats de la CMI, les puits qui ne présentent aucune croissance,
Ont été ensemencé le long du trais tracer sur la surface d'une gélose Mueller Hinton, apres
incubés a 37°C/ 24 heures. La CMB correspond a la plus faible concentration ou aucune

croissance n’est observée.

» Staphylococcus aureus (codée S01)

a. Extrait méthanolique
L’absence de croissance a été observé dans le puit contenu la concentration (50 mg/ml ), donc
les puits avec les concentrations suivante :50 mg/ml, 100 mg/ml et 200 mg/ml ont été
ensemence sur la gélose de MH.

b. Extrait d’Acétate d’éthyle
L’absence de croissance a été observé dons le puit contenu la concentration (50 mg/ml ), donc
les puits avec les concentrations suivante :50 mg/ml, 100 mg/ml et 200 mg/ml ont été

ensemencé sur la gélose de MH.

Figure 19 : détermination de la CMI (Staphylococcus aureus)
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» Pseudomonas aéruginosa (codée S02)
a. Extrait méthanolique
L’absence de croissance a été observé dans le puit contenu la concentration (100 mg/ml), donc
les puits avec les concentrations suivante : 100 mg/ml et 200 mg/ml ont été ensemence sur la
gélose de MH.
b. Extrait d’acétate d’éthyle
L’absence de croissance a été observé dans le puit contenu la concentration 200 mg/ml, donc

le puits avec la concentration 200 mg/ml a été ensemencé sur la gélose de MH.

Figure 20 : détermination de la CMI (Pseudomonas aéruginosa)

» Salmonella Montevideo (codée S 03)
a. Extrait méthanolique
L’absence de croissance a été observé dans le puit contenu la concentration (200 mg/ml), donc

les puits avec la concentration suivante : 200 mg/ml a été ensemencé sur la gélose de MH.

b. Extrait d’acétate d’éthyle
L’absence de croissance a été observé dons le puit contenu la concentration (100 mg/ml), donc
les puits avec les concentrations suivante :100 mg/ml et 200 mg/ml ont été ensemencées sur la
gélose de MH.
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Figure 21 : détermination de la CMI (Salmonella montevideo)

» Enterococcus Fiecalis (codée S 04)
a. Extrait Aqueux
Dans Tous les puits observation de culture Bactérienne ¢’est a dire L’absorbance de croissance
n’a pas été observé dans ces puits, la CMI est Indéterminé donc la CMB est aussi indéterminée.
b. Extrait méthanolique
L’absence de croissance a été observé dans le puit contenu la concentration (50 mg/ml), donc
les puits avec les concentrations suivante : 50 mg/ml, 100 mg/mlet 200 mg/ml ont été

ensemencé sur la gélose de MH.

Figure 22 : détermination de la CMI (Enterococcus Fiecalis)

= Incubation a 37 °c pendant 24h
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Figure 23 : détermination de la CMB

= Lecture des résultats aprés 1’incubation 24 h
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Résultat et Discussion
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1IV. Reésultat

IV. 1. Rendement

Figure 24 : Trois extraits Sec

L’utilisation de trois solvants (eau Distillée, méthanol, Acétate d’éthyle) a pour objectif de
sélectionner un solvant qui donne le meilleur rendement.

Aprés extraction et récupération des extraits d’algues, leur rendement a été déterminé par
rapport & 30 g de matiére végétale seche exprimer en pourcentage, le résume du taux

d’extraction des extraits méthanoliques, Acétate d’ethyle et aqueux est presenté dans le tableau

suivant :
Tableau 07 : Résultat des trois extraits secs de Cystoseira sp.
Extrait Aspect Couleur Poidsen g Rendement
Aqueux Poudreux Marron 4.31g 14.36 %
Méthanolique Collant Noir 3.97g 13.23 %
Acétate d’éthyle Collant Noir 0.249 0.80 %

D’apres les résultats obtenus, le rendement de 1’extrait Aqueux (Eau distillée de notre Algue
brune (14.36 %) est plus ¢élevé a celui de I’extrait de méthanol (13.23 %).et le rendement de

I’extrait d’ Acétate d’éthyle et le plus bas (0.80 %) des deux autres extraits.
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IV. 2. Antibiogramme

Tableau 08 : Résultats d’Antibiogramme des 04 Souches bactériennes pathogénes

ATB FC | VA |SP AMP |OX |NO |CTX |DA |CFM
Souche

Staphylococcus aureus 30 22 25 12 16 27 22 22 17
Pseudomonasaéruginosa 00 | 00 10 12 00 30 32 00 28
Salmonella Montevideo 16 19 25 18 10 21 23 26 00
EnterococcusFicaelis 00 00 10 12 00 28 27 00 00

A. S 01 : Staphylococcus aureus

Figure 25 : Antibiogramme de la souche Staphylococcus aureus

Les resultats d’antibiogramme ont revélés une activitée antibacterienne des
antibiotiques FC ; NO ; SP; VA ; CTX ; DA vis a vis la souche testée Staphylococcus
aureus avec des diametres des zones d’ihnibition de ’ordre de 30, 27 , 25, 22, 22, 22

respectivement.
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B. S 02 : Pseudomonas aéruginosa

Figure 26 : Antibiogramme de la souche Pseudomonas aéruginosa

Les résultats de ’antibiogramme ont revélés une activitée antibacterienne des antibiotiques
CTX, NO, CFM vis a vis la souche testée Pseudomonas aéruginosa avec des diametresdes
zones d’ihnibition de I’ordre de 32, 30 et 28 respectivement Par contre aucun éffet antibacterien

n’a été enregestré pour les antibiotiques FC, VA, OX, DA.

C. S 03 : Salmonella Montevideo

Figure 27 : Antibiogramme de la souche Salmonella Montevideo

Les resultats de I’antibiogramme ont revélés une activitée Antibacterienne des antibiotiques
DA, SP et CTX vis a vis la souche testée Salmonella Montevideo avec des diametresdes zones
d’ihnibition de I’ordre de 26, 25, et 23 respectivement.

Par contre aucun éffectantibacterien n’a été enregestré pour 1’antibiotique CFM.
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D. S 04 : Enterococcus Fiecalis

Figure 28 : Antibiogramme de la souche Enterococcus Fiecalis

Les résultats de I’antibiogramme ont revélés une activitée Antibacterienne des antibiotiques
NO ; CTX vis avis la souche testée Enterococcus Fiecalis avec des diametres des zones
d’ihnibition de I’ordre de 27et 28 respectivement.

Par contre aucun éffet antibacterien n’a été enregestré pour I’antibiotique FC, VA, DA, OX,
CFM.

1V.3. Dosages colorometriques des métabolites secondaires

Des courbes d'étalonnage ont été réalisées en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant :

Dosage des poly phénols : I'acide gallique est utilisé comme standard. Les résultats sont
exprimeés en milligramme (mg) équivalents d'acide gallique par gramme de matiére algale séche
(mg EAG/g MS) (Singleton et Rossi, 1965). Selon 1’équation :

/
A-b CPT : Contenu des phénols totaux (mg EAG/q)
a A : Absorbance
cprT= — < a : Facteur de I’equation d’étalonnage
C b : Constante de 1’equation d’étalonnage
C : concentration de I’extrait (mg/ml)
~
A-0.1405
0.0127
CPT= —— pour(y=ax+hb=0.0127.x + 0.1405)
10
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12

10

M Extrait d'Acétate déthyle

B Extrait méthanolique

Extrait aqueux

Teneurs en polphenols totaux
(mg EAG/g)
[e)}

O T T T T 1
polyphénols

Figure 29 : Les teneurs en polyphénols totaux des trois extraits d’algue étudié

Dosage des Flavonoides : catéchine est utilisée comme standard. Les résultats sont exprimeés
en milligramme (mg) équivalents de catéchine par gramme de matiére algale seche (mg EC/g
MS) (Zhishen et al., 1999). Selon 1’équation :

/

A-b CFT : Contenu des Flavonoides (mg EC/g)
a A : Absorbance
CFT = —— < a : Facteur de I’equation d’étalonnage
C b : Constante de I’equation d’étalonnage
C : concentration de I’extrait (mg/ml)
A-0.0729 -
0.0075
CFT = ———  pour(y=ax+b=0.0075.x +0.0729)
10
35
g 30 -
T
o 25 -
c
‘_g“ go 20 - W Extrait d'Acétate d'Ethyle
u- l-:o 15 - B Extrait Méthanolique
: .
; 3 10 | Extrait Aqueux
>
2 | s
(V]
'_ O — T T T 1
Flavonoides

Figure 30 : Les teneurs en Flavonoides totaux des trois extraits d’algue étudié
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Dosage des tamins : catéchine est utilisée comme standard. Les résultats sont exprimés en
milligramme (mg) équivalents de catéchine par gramme de matiére algale seche (mg EC/g MS)
(Schofield et al., 2001). Selon 1’équation :

A-b ~ CTC : Contenu des tamins condensés (mg EC/Q)
a A : Absorbance
CIC=—— a : Facteur de I’equation d’étalonnage
C < b : Constante de I’equation d’étalonnage
C : concentration de I’extrait (mg/ml)
~
A-0.0080
0.0004
ctc= —— pour (y =a.x + b =0.0004.x + 0.0080 )
10
3,5
3
» 2,5
£
% —
R 2 B Extrait d'Acétate d'Ethyle
c O
o W M Extrait Méthanolique
[7,) oo 1,5 T
§ é Extrait AqQueux
c 1 -
()]
ot
0,5 -
0 n T T T 1
Tanins

Figure 31: Les teneurs en Tanins des trois extraits d’algue étudié
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4. Activité antibactérienne de Cystoseira sp.

L’interpretation des resultts de I’activité antibactérienne des differents extraits a été faite selon

la methodede (CA-SFM, 2009), Bansemir et al., (2006). en se referant au tableau suivant :

Tableau 09 : interprétation des resultatsselon le diamétre d’inhibition

Catégories des souches

Diamétre en mm

Résistante <8
Intermédiare 8-11
Tres sensible 14-19
Extrémement sensible > 20

e La mesure des diametres des zones d’inhibitions se fait a I’aide d’une régle (résultats

exprimés en mm).

Tableau 10 : Résultat d’Activité Antibactérienne des trois extraits d’Algue brune

Extrait | Témoin Méthanol Acétate d’éthyle Aqueux
Négatif Concentration % Concentration % Concentration %
DMSO | 100 [ 50 |25 | 125 625 | 100 |50 |25 |125 |625 |100 |50 |25 | 125 |6.25
Souch
So1 - 13111 |09 | 08 - 13 | 10| 09| 09 09 08 - - - -
S02 - 121 10 | 10 - - - - - - -- - - - - -
S03 - 12 |1 09 | 08 - - 09 | 09 | 09 - - - - - - -
S04 - 12 | 10 | 08 - - 11 | 10| 08 | 10 09 10 [ 09 | 08 - -

e Témoins ; le DMSO comme témoin négatif.

® En se basant sur ces resultats on a réalisé la CMI pour les etraits qui ont présenté un effet

antibacterien.
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4.1. Effet d’extrait Méthanolique sur les 04 souches testées

a) S 01 : Staphylococcus aureus
Cette souche est sensible a I’extrait de méthanol, on a observé des zones d’inhibitions de

diamétre de 08 mm a 13mm pour les concentrations de 12.5 % jusqu’a 100 %.

b) S 02 : Pseudomonas Aéruginosa
Cette souche est sensible a I’extrait de méthanol, on a observé des zones d’inhibitions de

diamétre de 10 mm a 12mm pour les concentrations de 25% jusqu’a 100%.

c) S 03: Salmonella Montevideo
Cette souche est sensible a I’extrait de méthanol, on a observé des zones d’inhibitions de

diamétre de 08 mm a 12mm pour les concentrations de 25 % jusqu’a 100 %.

d) S04 : Entérococcus Faecalis
Cette souche est sensible a I’extrait de méthanol, on a observé des zones d’inhibitions de

diamétre de 08 mm a 12 mm pour les concentrations de 25 % jusqu’a 100 %.

4.2. Effet d’extrait D’ Acétate d’éthyle sur les 04 souches testées

a) S 01 : Staphylococcus aureus
Cette souche est sensible a I’extrait d’ Acétate d’éthyle, on a observé des zones d’inhibitions

de diametre de 09 mm a 13mm pour les concentrations de 6.25 % jusqu’a 100 %.

b) S 02 : Pseudomonas Aéruginosa
Cette souche est Résistante a I’extrait de d’Acétate d’éthyle, on n’a pas observé des zones

d’inhibitions diametre 00 pour toutes les concentrations de 6.25 % jusqu’a 100 %.
c) S 03: Salmonella Montevideo

Cette souche est sensible a I’extrait de d’Acétate d’éthyle, on a observé des zones

d’inhibitions de diamétre de 09 mm pour les concentrations de 25 % jusqu’a 100 %.
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d)

b)

d)

S 04 : Entérococcus Faecalis

Cette souche est sensible a I’extrait de d’Acétate d’éthyle, on a observé des zones
d’inhibitions de diamétre de 09 mm a 11 mm pour les concentrations de 6.25 % jusqu’a
100%.

4.3. Effet d’extrait Aqueux sur les 04 souches testées

S 01 : Staphylococcus aureus
Cette souche est sensible a 1’extrait Aqueux, on a observé des zones d’inhibitions de

diamétre de 08 mm pour la concentration de 100 %.

S 02 : Pseudomonas aéruginosa
Cette souche est Résistante a I’extrait Aqueux, on n’apasobservé des zones d’inhibitions

(diametre de 00 mm pourtoutes les concentrations de 6.25 % jusqu’a 100 %).

S 03 : Salmonella Montevideo
Cette souche est Résistante a 1’extrait Aqueux, on n’a pas observé des zones d’inhibitions

(diametre de 00 mm pour toutes les concentrations de 6.25 % jusqu’a 100 %).

S 04 : Entérococcus Faecalis
Cette souche est sensible a ’extrait Aqueux, on a observé des zones d’inhibitions de

diameétre de 08 mm a 10 mm pour les concentrations de 25 % jusqu’a 100 %.

Figure 32 : L’activité antibbacterienne de léxtrait methanolique vis avis a

A. Enterococcus Faecalis / B. Staphylococcus aureus
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Figure 33 : L’activité antibbacterienne de I’extrait Acétate d’éthyle vis avis

A. Staphylococcus aureus / B. Pseudomonas aéruginosa

Figure 34 : activité antibbacterienne de I’extraits aqueux vis avis a

Salmonella Montevideo

IV. 5. Résultats de la CMI et la CMB en microplaque

V. 5.1.CMI

® La croissance microbienne a été estimée en mesurant la densité optique a 620 nm a 1’aide
d’un lecteur de Microplaque, ceci apres le temps d’incubation 24h pour les bactéries,
comparativement a un témoin négatif (bouillon MH+extrait algal). les résultats suivants ont

été reveles :
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a- Staphylococcus aureus

Tableau 11 : Résultat de la CMI (Staphylococcus aureus)

Extrait CMI (mg/ml)
Méthanol 50
Acétate d’éthyle 100

b- Pseudomonas aéruginosa

Tableau 12 : Résultat de la CMI (Pseudomonas aéruginosa)

Extrait CMI (mg/ml)
Meéthanol 200
Acétate d’éthyle 50

c- SalmonellaMontevideo
Tableau 13 : Résultat de la CMI (Salmonella Montevideo)

Extrait CMI (mg/ml)
Méthanol 200
Acétate d’éthyle 50

d- Entérococcus Faecalis
Tableau 14 : Résultat de la CMI (Entérococcus Faecalis)

Extrait CMI (mg/ml)
Agueux Non déterminé
Méthanol 50
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V. 52. CMB

a- Staphylococcus aureus

Tableau 15 : Résultat de la CMB (Staphylococcus aureus)

Extrait CMI (mg/ml) CMB (mg/ml)
Meéthanol 50 200
Acétate d’éthyle 100 200

= Extrait méthanolique : CMB / CMI = 200/50 = 4 - effet Bactériostatique
= Extrait Acétate d’ethyle : CMB / CMI = 200/100 = 2 - effet Bactéricide

Figure 35 : CMBStaphylococcus aureus

A. Extrait Méthanolique/ B. extrait Acétate d’ethyle
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b- Pseudomonas aéruginosa

Tableau 16 : Résultat de la CMB (Pseudomonas aéruginosa)

Extrait CMI (mg/ml) CMB (mg/ml)
Méthanol 200 200
Acétate d’éthyle 50 200

= Extrait méthanolique : CMB / CMI = 200/200 =1 - effet Bactéricide
= Extrait Acétate d’ethyle : CMB / CMI = 200/50 = 4 - effet Bactériostatique

Figure 36 : CMB Pseudomonas aéruginosa

A. Extrait méthanolique/ B. extrait d’Acétate d’ethyle
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c- Salmonella Montevideo

Tableau 17 : Résultat de la CMB (Salmonella Montevideo)

Extrait CMI (mg/ml) CMB (mg/ml)
Meéthanol 200 200
Acétate d’éthyle 50 200

= Extrait méthanolique : CMB / CMI = 200/200 = 1 - effet Bactéricide
= Extrait Acétate d’ethyle : CMB / CMI = 200/50 = 4 -> effet Bactériostatique

Figure 37 : CMB Salmonella Montevideo

A. Extrait méthanolique/ B. extrait d’Acétate d’ethyle
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d- Entérococcus Faecalis

Tableau 18 : Résultat de la CMB (Entérococcus Faecalis)

Extrait CMI CMB
Aqueux Non déterminé /
Méthanol 50 200

= Extraits Aqueux CMB et CMI effet Indéterminé.
= Extraits méthanolique : CMB / CMI = 200/50 = 4 > effet Bactériostatique

Figure 38 : CMB Entérococcus Faecalis

Extrait méthanolique
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Discussion

V.1. Rendement

Le rendement de notre extrait méthanolique, obtenu dans ce présent travail 13.23 %, ce dernier
est nettement supérieur a celui trouvé par Aniane (2016) qui est de 5,67 % pour Cystoseira
tamariscifolia. De méme (Ben Abdallahetal.,2013), ont obtenu un rendement inférieur de
I’ordre de 2,88 % pour Cystoseira crinita.

Par contre le rendement de I’extrait aqueux 14.36 % est supérieur en le comparant avec les
études de (Bensalem et Hassani, 2016) qui ont un rendement de 12.55 % d’extrait aqueux de
Cystoseira mediterranea. Ces différences peuvent étre dues aux conditions d’extraction dont la
nature de solvant, son PH et sa polarité, le temps de macération .... Etc. (Vincentiu et al.,

2011 ; Pinelo et al., 2005).

Le rendement d’extrait d’Acétate d’ethyle 0.80 % est trés proche au rendement de plusieurs
etudes de Ben Abdallah et al., 2013), et (Bensalem et Hassani, 2016).

V.2. Antibiogrammes

V.2.1. S 01 : Staphylococcus aureus

Les résultats montrent que Notre souche Staphylococcus aureus est Extrémement sensible
envers les Six Antibiotiques testé (FC, VA, SP, NO, CTX, DA) avec des zones d’inhibitions
entre 22 mm et 30mm.

Elle est trés sensible envers les deux Antibiotiques testés (OX, CFM) avec des zones
d’inhibition de 16mm et 17mm.

Elle est sensible a AMP avec une zone d’inhibition de 12 mm.

Nos resultats sont en accord avec les résultats de Guira et al., (2015) qui ont signalé que les
souches de S. aureus sont sensibles a 1’oxacilline. En revavnche ; ils ont montré aussi dans leur
étude que les Staphylocoques coagulase négative ont un taux de résistance a 1’oxaciline de 43%
et de 34% a lacotrymoxazole et 25% a la lincomycine.

Par contre, LABANI (2016) a montré que les souches de S. aureus isolés des patients présentent
des résistances plus importantes aux bétalactamines (Ampicilline, Pinicilline, Oxacilline,

Céfoxitine) et aux glycopeptides (vancomycine et teicoplanine). La kanamycine est I’aminoside
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pour lequel ces souches ont montréle taux de résistance le plus important de 77%. Ce taux varie

entre 55% et 40 % vis avis des autres antibiotiques testeés.

V.2.2. S 02 : Pseudomonas aeruginosa

Notre souche Pseudomonas aeruginosa est Extrémement sensible envers 03 Antibiotiques
testés (NO, CTX, CFM) avec des zones d’inhibition de I’ordre de 32 mm, 30 mm et 28 mm
respectivement.

Elle est sensible envers 02 Antibiotiques testés (SP, AMP) avec des zones d’inhibitions de
10mm et 12 mm.

Cette souche et trés résistante envers les 04 Antibiotiques testés (FC, Va, Ox, DA).

Ces resultats sont en accord avec ceux obtenus par Citron et al., (2007), ou les souches de P.
aeruginosa étudiées ¢Etaient largement sensible a 1’imipenem, piperacillin-tazobactam,

ceftazidime, aminoglycosides, et ciprofloxacin.

V.2.3. S 03 : Salmonella Montevideo

Notre Souche Salmonella Montevideo est Extrémement Sensible envers 04 Antibiotiques testés
(SP, NO, CTX, DA) avec des zones d’inhibition de 21mm a 26 mm.

Elle est Tres sensible envers trois Antibiotiques teste (FC, VA, AMP) avec une zone
d’inhibition de 16 mm a 19 mm.

Elle est Sensible a un Antibiotique test¢ (OX) avec une zone d’inhibition de 10 mm

Elle est trés Résistante 8 CFM

Coulibaly et al. (2010) ont montré dans leur travail, la résistance de Salmonella aux
cephalosporine de 3eme genération et aux fluoroquinolones a progresse en 2009. De meme, les
souche Salmonella etaient majoritairement resistantes a’ 1’ampicilline est la plupart etaient

multi-résistants in vitro (Songare et al., 2007).

V.2.4. S04 : Enterococus Fiecalis

Notre Souche Enterococcus Fiecalis est Excrément sensible envers les 02 Antibiotiques testés
(NO, CTX) avec des zones d’inhibitions de 28 mm et 27 mm.

Elle est sensible envers les deux Antibiotiques testés (SP, AMP) avec une zone d’inhibition de
10mm et 12 mm. Elle est tres Résistante envers les 05 Antibiotiques testés (FC, VA, OX, DA,
CFM). Ces resultats sont en accord avec les resultats de Madjmaa et Boulmaize, (2016) ou ils

décrivent que les entérococus sont plus résistantsa 1’érythromycine avec un taux de 61,54%,
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suivie de la gentamycine avec 35,29%, latétracycline est en troisieme place avec un taux de
31,54%, suivi par I’ampicilline avec un taux de 26,32%.
De plus, Citron et al., (2007) ont montré queles Entérocoques sont identifies comme BMR,

s’ils présentent une résistance a la Vancomycine.

V.3. Dosages colorimétriques

V.3.1. Dosage des polyphénols

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme de
matiere seche algale (mg EAG/g MS) (Velioglu Y. et al., 1998).

L’extrait d’Acétate d’éthyle est trés riche en Poly phénols 9.77 mg EAG/g suivi de I’extrait de
Méthanol 3.48 mg EAG/g tandis que I’extrait Aqueux est moins riche en poly phénol 0.157mg
EAG/g.

Des teneurs en composés phénoliques inferieurs aux résultats obtenus pour les différents
extraits d’algue brune ont été enregistrés par chandini et al. (2008) pour L’extrait méthanolique
de I’algue brune turbinaria conoides avec un taux de 29.01 mg EAG/g, aussi Benguedour et
al. (2013) ont enregistré des teneurs en polyphénols totaux pour les extraits méthanoliques de
I’algue rouge Gelidium sesquipedal superieurs a celles que nous avons obtenues, avec un taux
de 8.71 + 6.1 mg EAG/g, cela pourrait s’expliquer par le type de solvant utilisé, car Calliste et
al. (2001) ont rapporté que les composés phénoliques se repartissent dans les différents solvants
selon leur polarité, dans notre cas les composés les plus polaires migreront vers 1’eau et les
moins polaires vers méthanol. Nous pouvons en déduire que 1’extrait méthanolique est riche en
composés moyennement polaires que 1’extrait aqueux.

Une étude a été effectuée concernant le taux de poly-phénols totaux de différentes especes
algales (brune, verte et rouge), par Sabeena Farvin et Jacobsen. (2013), ces auteurs ont trouvé
que la valeur en polyphénols totaux pour les deux extraits méthanoliques et aqueux de U.lactuca
s’est avérée étre tres rapprochée avec 2.26+0.07 mg EAG/g et 2.240.03 mg EAG/g
respectivement, certes ce taux est inferieur au notre, mais les deux valeurs sont similaires ce
qui est en accord avec nos résultats. Ces mémes auteurs ont aussi constaté que les deux algues
brunes Fucus senatus et fucus vesiculosis présentent des teneurs en polyphénols totaux de
12+0.09 mg EAG/g et 10.45 mg EAG/g respectivement, ceci est superieur a nos résultats, et

pourrait étre dd & notre méthode d’extraction utilisée qui, assure une meilleure solubilité et
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contact entre le solvant et I’analyte a extraire et ce, a haute température, améliorant ainsi le
rendement d’extraction. (ibanez et al., 2012).

L’étude de Matanjun et al. (2008) a révélé que les algues brunes et vertes sont les plus riches
en composés phénoliques que les algues rouges.

Toutes ces variations en teneurs des composés phénoliques peuvent étre mises en relation avec
les conditions environnementales du site ou les algues ont été prélevées (salinité, lumiere,
nutriments) ainsi que par des facteurs liés a I’algue elle-méme (type, age) (Zubia et al., 2007 ;
Ganesan et al., 2011), ceci expliquerait le résultat différent en composes phénoliques pour les
trois extraits de I’ Algue Brune, car nous rappelons qu’elle a été récoltées sur des sites différents,
donc L’exposition a la lumicre n’était pas la méme, la profondeur, température ainsi que la

salinité étaient différentes, ce qui a affecté la teneur en polyphénols totaux.

V.3.2. Dosage des Flavonoides

La teneur en flavonoides de 1’extrait est obtenue en se référant a une courbe d’étalonnage. Les
résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de catéchine par gramme de poids sec de
I’algue (mg EC/g) (Kosalec I. et al., 2004).

L’extrait d’ Acétate d’éthyle est trés riche en Flavonoides 31.50 mg EC/g suivi de ’extrait de
Méthanol 23.05 mg EC/g , tandis que I’extrait Aqueux est trés pauvre en Flavonoides 0.228
mg EC/g.

Des teneurs en flavonoides sont largement inferieurs aux résultats obtenus pour les différents
extraits d’algue brune ont été enregistrés par Chilla Lydia & Sellah Zina (2018) qui ont
constaté que leurs espéce d’algue brune marque un taux de flavonoides élevé, avec un taux de
3,677+0,032 mg EC/g, pour I’extrait aqueux et un taux de 1,465+ 0,274 & 2,23+ 0,708 mg EC/g
pour les deux extraits d’algues Brune (Acétate d’ethyle et méthanolique) respectivement. Pour
les extraits méthanoliques ils ont notés la valeur la plus élevee chez leurs espéces d’algues brune
avec un taux de 4,8 mg EC/g tandis que I’extrait d’ Acétate d’ethyle a marquée un taux de 3,967
mg EC/g.

Il existe peu de données dans la littérature sur le contenu en flavonoides chez les algues marines,
cependant il est rapporté que les algues vertes contiennent des teneurs variant entre (8,43 et
33,39 mg EC/g), les algues brunes des teneurs variantes entre (20,72 et 32,89 mg EC/g).
(Meenakski et Gnanambigai., 2009 ; Sava et Sirbu., 2010).
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V.3.3. Dosage des Tanins

La teneur en Tanins de I’extrait est obtenue en se référant a une courbe d’étalonnage. Les
résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de catéchine par gramme de poids sec de
I’algue (mg EC/g) (Kosalec I. et al., 2004).

L’extrait d’Acétate d’éthyle est moins riche en Tanins (2 mg EC/g) par rapport a 1’extraits
Méthanolique 3 mg EC/g, par contre 1’extrait Aqueux est plus pauvre en Tanins 0.25 mg EC/g.
D’apres les résultats obtenus on remarque un taux peu diminué de phlorotannins chez les
extraits aqueux d’algues brunes avec des taux de 0, 25 mg EC/g, et des taux de 3 mg EC/g , 2
mg EC/ g pour I’extrait méthanolique et Extrait d’acétate d’ethyle respectivement, Pour les
extraits Les phlorotannins sont des composants hautement hydrophiles en raison de la présence
de groupement OH qui peuvent former des liaisons hydrogénes avec I’eau (Li et al., 2011) . Ce
qui explique leur abondance dans les extraits aqueux.

Il a été rapporter que la plupart des phlorotannins sont isolés des algues brunes, ceci explique
les résultats obtenus, de plus la concentration de phlorotannins varient fortement au sein des
différents taxons d’algues brunes (Singh, 2013).

(Parys et al., 2009) montre que La teneur en phlorotannins peut varier pour une méme algue
en fonction des variations saisonniéres : des différences claires ont été observees dans les
échantillons recueillis au cours d’une année, les extraits prélevés en juillet et janvier montrent
des concentrations maximales de phlorotannins (Parys et al., 2009).0Or nos algues on été
prélevé en mars, période pendant laquelle les algues ne subissent pas le maximum d’agression
de leur environnement et n’y répondent donc pas par production accru de phlorotannins (Singh,
2013).

Hemmi et al., (2005) ont rapporté que 1’dge des algues jouent aussi un rdole dans la
concentration des phlorotannins, ils ont trouvé que la concentration la plus élevée se situait dans
le méristeme le plus ancien ils ont attribué cela a une mesure de protection contre les prédateurs.
En outre, le niveau des phlorotannins soluble est corrélés a 1’augmentation du Rayonnement
ultra-violet a cause de leurs roles de défence vis-a-vis des ultra violet (Roleda et al., 2006),
ainsi les échantillons d’algues collectés a partir de faible profondeurs montrent une concertation
plus élevée de ses composés par rapport aux échantillons prélevés dans les profondeurs marine
(Fairhead et al., 2006), ce qui explique les difféerences de concentration en phlorotannins des
méme groupes d’algues.

Calliste et al., (2001) ont rapporté que les composés phénoliques se répartissent dans les

différents solvants en fonction de leur polarité. Nous pouvons déduire que nos extraits
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méthanolique sont riches en composes polaires. Cet effet explique les teneurs assez élevées en
polyphénols totaux enregistrées pour Cystoseira. Obtenu par extraction classique les solvants
polaires soient plus efficaces pour extraire les substances polaires et de méme les solvants non
polaires sont meilleurs pour I’extraction des substances apolaires.

Farvin & Jacobsen., (2012) ont trouve que la teneur en polyphénols totaux pour les deux
extrait méthanolique et aqueux d’Ulva lactuca s’est avéré étre trés proche avec 2.26+0.07mg
EAG/g et 2.24+0.03 mg EAG/g respectivement, ces taux sont tres proche au notres; ces méme
auteurs ont aussi constaté que les deux algues brunes Fucus Senatus et Fucus vesiculosis
présentent des teneurs en polyphénols totaux de 12+0.09 mg Eq AG/g et 10.45 mg EAG/g
d’extrait respectivement qui sont presque similaires aux résultat d’extraction classique par
rapport a nos algue brune. Ibanez et al.,( 2010).

Des études portant sur les composée phénolique ont montrés que les teneurs en ces composés
pouvaient varier d’une espéce a 1’autre et que les algues brunes sont généralement les plus
riches. Connan et al., (2004) ; Stiger et al., (2004).

V.4. Test Antibactérien des extraits

La mésure de I’activité antibactérienne des Différentes Extraits.arévélé une légere différence
d’activité antibactérienne vis-a-vis de Staphylococcus aureus, Enterococcus Faecalis et
Pseudomonas aéruginosa, Salmonella Montevideo, pour les extraits deMéthanol, Acétate
d’¢thyle et Aqueux. Le diametre d’inhibition le plus élevé est observé pour I’extrait de
M¢éthanol d’algue Brune Cystoseira sp avec 13 mm sur les 04 souches Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aéruginosa, Salmonella Montevideo, Enterococcus Faecalis suivi de 1’extrait
D’Acétate d’éthyle sur les 03 souches Staphylococcus aureus, Enterococcus Fiecalis et une
faible zone d’inhibition sur Salmonella Montevideo avec 9 mm puis 1’extrait aqueux sur la
souche Enterococcus Faecalis avec une trés faible zone d’inhibition 8.

La plus faible zone d’inhibition est obtenue par I’extrait aqueux sur les 03 souches
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aéruginosa et Salmonella montevideo, qui différe
significativement des autres extraits, avec un diametre d’inhibition entre 0 et 8mm. Nous
constatons qu’aucune zone d’inhibition n’a été observée pour les extraits aqueux vis-a-Vis
Pseudomonas aéruginosa et Salmonella Montevideo.

L’étude statistique a révélé une différence significative (p<0.05) vis-a-vis de 1’extrait de
Méthanol a donné le meilleur effet inhibiteur a ’encontre de ces 04 souches testés, suivi de

I’extrait d’Acétate d’éthyle de faibles effets antibactériens sont fournis par I’extrait sur la
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souche Salmonella Montevideo, et aucune zone d’inhibition n’a été observée pour 1’extrait
aqueux. D’aprés les résultats obtenus nous avons constaté que les souches Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aéruginosa, Salmonella Montevideo, Enterococcus Faecalis possedent
une sensibilité modérée envers les différents extraits d’espeéce d’algue brune ; nous notons que
I’extrait de méthanol d’algue brune Cystoseira sp posséde le plus grand diamétre d’inhibition,
qui est égal a 13mm + 0.25.

L’étude de (Manivannan et al. 2011). Porté sur I’activité antibactérienne de 1’extrait
Méthanolique de deux algues brunes turbinaria conoides, vis-a-vis de E. coli et V. cholerea, et
Pedinagym nospora vis-a-vis de S. typhi et S. aureus, a montré une activité modérée vis-a-vis
d E. coliavec 8mm de diamétre ce qui est moyennement proche des résultats obtenus pour nos
trois extraits.

Ce constat a été enregistré par (Chiheb et al. 2009).qui ont aussi noté que les deux extraits
d’algues brune Cystoseira Tamariscifilia et Pedina Pavonica ont révélé de faible activités
contre E.coli, ceci dit V.cholerae s’est montré résistante vis-a-vis de ces méme algue avec un
diametre égal a 6.33mm = 0.51, ce qui est inférieur aux résultats obtenus pour les trois extraits
de H.scopariaet pourrait étre du a la richesse en composées actifs trés polaires et moyennement
polaires présents dans le solvant aqueux et Ethanoliques respectivement. Concernant I’activité
de I’espece pedinagym nospora, ces auteurs ont noté une bonne activité vis-a-vis de S.aureus
avec un diamétre de 12.3mm = 0.89, cependant I’activité de cet algue vis-a-vis de S.typhi été
de 14.33 mm + 1.86 ce qui est supérieurs a nos résultats, cette variation peut étre la cause des
paramétres écologiques induits par les facteurs climatiques, la température, la salinité, la
lumiere, ’oxygene dissous et les sels nutritifs, ou bien liée a la physiologie de ’algue elle-
méme (Hornsey et Hide, 1985).

(Devanya et ses collégues. 2012). N’ont enregistré aucune activité antibactérienne pour
L’extrait méthanolique de 1’algue brune Padina pavonica vis-a-vis de Salmonella para-typhi
ceci est différents aux résultats que nous avons obtenus, ou les trois différents extraits d ’Algue
brune ont montré une activité envers Salmonella Montevideo avec le plus grand diametre
d’inhibition de 9,95 + 0.25, ceci pourrait s’expliquer par la richesse de notre algue en composés
phenoliques dont les phloro-tannins, (Eom et al. (2012). Ont rapporté que les algues brunes
contiennent une teneur élevée en phloro-tannins, présentant une activité antimicrobienne vis-a-
vis de Staphylococcus aureus, Salmonella sp, Bacillus subtilis, Vibrio sp et E-coli (Hao et jeon,
2005).
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ces mémes auteurs ainsi que Younes et al. (2009)ont travaillé sur deux algue brune Cystoseira
humilis et C.bifurcata, et ont montré qu’elles possédaient une bonne activité vis-a-vis de
Staphylococcus aureus avec un diamétre de zone d’inhibition supérieurs a 15mm.Les résultats
obtenus dans cette étude montrent que Staphylococcus aureusest plus sensible comparé
auxautres souches tests avec le plus grand diameétre d’inhibition, ceci a été constaté par plusieurs
auteurs(Vidyathi et Sridhar, 1991;Febles et al., 1995 ; El Kouriet al., 2004 ; Oumaskour et
al., 2012).

Dans notre étude on remarque que les extraits de Méthanol de notre algue possedent une plus
grande activité antibactérienne par rapport aux extraits aqueux et Acétate d’éthyle, cela serait
du a la différence entre les trois solvants employés cela a été mentionné par SabeenaFarvin et
Jacobsen.(2013), ces auteurs ont rapporté que le Méthanol précipiterai la plus part des protéines
laissant quelques composées phénoliques en solution, donc on pourrait supposer que I’extrait
méthanolique est plus riche en composées phénoliques moyennement polaire et polaire, alors
que I’extrait aqueux est riche en composes trés polaires puisque 1’eau est connu pour étre plus
polaire que méthanol. Par ailleurs les conditions d’extraction influencent la composition des
extraits obtenus, ceci a été rapporté par plusieurs auteurs (Adaikaraj et al., 2010 ; Baghavaty
etal., 2011).

D’apres les résultats de certains travaux, nous avons remarqué que certaines especes du genre
algue Brune a un effet inhibiteur vis-a-vis un nombre considérable de germes pathogenes a titre
d’exemple Staphylococcus aureus, Salemonella, Pseudomonas aérogenosa, Bacillus subtilis,
B. cereus Candida albicans, Cryptococcus neoformans...etc. Cette activité peut étre due a la
présence de certains métabolites secondaires tels qu’acétogénines, terpénes, derivés d'acides
aminés, phénols et poly phénols. (Adaikaraj et al., 2010).

Ainsi que ces auteurs Younes et al. (2009) ont travaillé sur deux algues brunes Cystoseira
humilis et C.bifurcata, et ont montré qu’elles possédaient une bonne activité vis-a-vis de
Staphylococcus aureus avec un diamétre de zone d’inhibition supérieurs a 15mm.Les résultats
obtenus dans cette étude montrent que Staphylococcus aureus est plus sensible comparé aux
autres souches testés avec le plus grand diamétre d’inhibition, ceci a été constaté par plusieurs
auteurs(Vidyathi et Sridhar, 1991;Febles et al., 1995 ; El Kouriet al., 2004 ; Oumaskouret
al., 2012).

Dans notre étude on remarque que I’extrait de Méthanol de notre algue posséde une plus grande
activité antibactérienne par rapport aux extraits aqueux et Acétate d’éthyle, cela serait du a la

difference entre les trois solvants employés cela a été mentionné par SabeenaFarvin et
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Jacobsen.(2013), ces auteurs ont rapporté que le Méthanol précipiterai la plus part des protéines
laissant quelques composées phénoliques en solution, donc on pourrait supposer que 1’extrait
méthanolique est plus riche en composées phénoliques moyennement polaire et polaire, alors
que I’extrait aqueux est riche en composes tres polaires puisque 1’eau est connu pour étre plus
polaire que méthanol. Par ailleurs les conditions d’extraction influencent la composition des
extraits obtenus, ceci a été rapporté par plusieurs auteurs (Adaikaraj et al., 2010 ; Baghavaty
etal., 2011).

D’apres les résultats de certains travaux, nous avons remarqué que certaines especes du genre
de Cystoseira ont un effet inhibiteur vis-a-vis un nombre considérable de germes pathogénes a
titre d’exemple Staphylococcus aureus, Salemonella, Pseudomonas aérogenosa, Bacillus
subtilis, B. cereus Candida albicans, Cryptococcus neoformans...etc. Cette activité peut étre
due a la présence de certains métabolites secondaires tels qu’acétogénines, terpénes, dérivés
d'acides aminés, phénols et poly phénols. (Adaikaraj et al., 2010).

Comme un but atteind concernant notre travail et d’aprés 1’Antibiogramme ainsi que les
traveaux de Citron et al., (2007). qui confirme que Enterococcus Fiecalis est une Bactérie
Multiristante (BMR), notre extrait méthanolique de 1’ Algue brune Cystoseira sp a un pouvoir

antibacterien important vis-a-vis cette souche.
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Conclusion

Les algues brunes produisent des métabolites secondaires bioactifs qui comprennent des
composés polys phénoliques, des polysaccharides, des stéroides, des acides gras, des
caroténoides, des acides aminés et des composés halogénés.

L’objectif de cette étude était d’évaluer en premier lieu 1’activité antibactérienne de trois
extraits d’une espece d’algue marine (Cystoseira sp), de la cote ouest d’Oran. Vis-a-vis des
quatres souches pathogenes : Staphylococus aureus, Entérococcus Faecalis, Pseudomonas
Aéruginosa, Salmonella montevideo.

Les résultats des teneurs en polyphénols totaux ont montré que 1’extrait d’ Acétate d’Ethyle
est le plus riche (9.77 mg EAG/g de poudre ) suivi de I’extrait Méthanolique (3.48 mg
EAG/g de poudre), tandis que [’extrait Aqueux est le plus pauvre (0.157mg EAG/g. de
poudre).

L’évaluation de I’activité antibactérienne a montré que la plupart des souches testées sont
Sensibles aux différents extraits d’algue Brune étudiée. En comparant la sensibilité de ces
souches, on a constaté que la susceptibilité des bactéries Gram positif et Gram négatif
envers nos extraits est similaire. Ceci s’accorde avec quelques études menées sur ce théme,
nous pouvons en déduire que nos extraits issus d’espece algale possedent un large spectre
d’activité biologique, ou bien prétendre qu’elles possedent une richesse et diversité en
métabolites secondaires.

Ces résultats montrent que 1’utilisation d’extrait de Cystoseira sp a la place de certains
Antibiotiques peut étre envisagée dans le domaine médical. Les propriétés antimicrobiennes
des bioactifs d'algues brunes présentent une préoccupation majeure dans la recherche
médicale.

Comme un but atteind concernant notre travail et d’apres I’ Antibiogramme anisi les
traveaux de Citron et al., (2007). qui confirme que Enterococcus Fiecalis est une bactérie
multiristante (BMR), notre extrait méthanolique de 1’ Algue brune Cystoseira sp a marqué
une activité importante.

Sur la base des resultats enregistrés et pour mieux compléter ce travail il sera intéressant de:
- Isoler, caractériser et identifier les différents principes actifs présents dans les extraits

d’algue étudiée.
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