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Introduction

I ntroduction

Les algues marines sont une source importante de substances naturelles bioactives.
Elles ont éé utilisées comme produits alimentaires dans I'alimentation asiatique depuis des
siecles car elles contiennent des caroténoides, des fibres alimentaires, des protéines, des
acides gras essentiels, des vitamines et des minéraux (Gonzédlez et Silva, 2001). Cette
composition nutritionnelle est variable dépend de I’ espéce, des zones géographiques, de la
saison de I'année et de la température de I’eau (Vlachos et al., 1999; Vairappan et al.,
2001).

Les algues et leurs extraits ont un grand intérét dans I'industrie pharmaceutique
(Smith, 2004). Beaucoup de substances obtenues a partir d'algues marines telles que
l'dginate, le carraghénane et I'agar comme phycocolloides ont été utilisés pendant des

décennies en médecine et en pharmacie (AL-Zereini, 2006).

Les extraits d'algues marines ont éé largement éudiés par plusieurs chercheurs
(Mautner et al., 1953; Kobayashi et Kitagawa, 1994; e-Masry et al., 1995, Gonzalez et
al., 2001; Nora et al., 2003; Salvador et al., 2007; Murti et Agrawal, 2010; Xavier et al.,
2012; Arunachalam et al., 2014). Récemment, les algues ont recu beaucoup d'attention pour
leur potentiel antioxydant naturel et la plupart de leurs composés ont montré des activités
anti-bactériennes (Vlachos et al., 1999; Vairappan et al.,, 2001). antifongique,
antivieillissement, diététique, anti-inflammatoire, cytotoxiques, antipaludéens,
antiprolifératives et des propriétés anticancéreuses (Cornish et Garbary, 2010; Zubia et al.,
2007).

L’ augmentation de la résistance des microorganismes, aux agents antimicrobiens
utilisés, est due al’usage abusif et inapproprié des antibiotiques, ceci pose al’ heure actuelle
de trés sé&rieux problémes. Les maladies causées par |es microorganismes sont de plus en plus
difficiles a traiter par les médicaments existants (Orhan et al., 2010). Ainsi les scientifiques,
ce sont orientés vers la recherche de nouvelles voies, notamment les végétaux qui ont toujours
constitué une source de composés bioactifs d origine naturelle (Keita et al., 2004). L'activité
antimicrobienne des algues marines a été démontrée et considérée comme un indicateur de

leur capacité a synthétiser des métabolites secondaires bioactifs (Davies et beukes, 2004),

1
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pour cela nous nous sommes intéressés a |'éude de I'activité antibactérienne des algues

marines de la cote de Bgaia

L’ objectif de cette étude est I'évaluation de I’ activité antibactérienne des extraits de
cing espéces d' algues marines: Cystoseira humilis, Halopteris scoparia, Padina pavonica,

Sargassum vulgare et Rhodomela confervoides de la cote de Bgaia (Algérie).

v Lapremiére partie de ce document est consacrée a une synthése bibliographique sur
les algues marines, ainsi qu'un apercu général sur leurs composés phénoliques.
L’ activité antibactérienne des composees phénoliques et leur mode d’ action est auss

évoquée.

v' Laseconde partie est consacrée ala partie expé&rimentale, a savoir :
0 Extraction des composés phénoliques a partir des especes d algues marines
récoltées;
0 Dosage des composés phénoliques de ces extraits;;
o Evaluation de leurs activités antibactériennes.

v’ Enfin latroisiéme partie présente les résultats obtenus ainsi que leur discussion.
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Algues marines et leurs composeés phénoliques

|.1 Définition, position dans le regne végétal et distribution

Les algues regroupent un ensemble de végétaux photosynthétiques trés diverse et dont
I’ appareil végétatif relativement simple est appelé « thale », elles ont des formes et des
dimensions trés variables. Certaines sont microscopiques et d autres mesurent plusieurs

metres de longueur (Durand et L évéque, 1980).

Les algues sont caractérisees par la présence dun pigment vert, la chlorophylle
(Naegelé et Naegelé, 1967). Ce sont donc des. « Thallophytes eucaryotes, chlorophylliens
(Naegelé et Naegelé, 1967; Gayral, 1975) et aguatiques (Naegelé et Naegel€, 1967)». Elles
comprennent 20 000 a 30 000 espéeces dans le monde, soit 18% du régne végétal (Ramade,
2009).

Les algues s'installent dans tous les types d’ habitats suffisamment humides et éclairés.
On peut les retrouver dans des eaux douces et les eaux de mers, sur les sols humides et méme
sur laneige. D’ autres au contraire se développent dans les eaux de sources thermales (algues
thermophiles) (Dounadieu, 1985).

Larépartition des algues dépend d'un certain nombre de facteurs écologiques :
Facteurs physiques : Le substrat, |atempérature et lalumiére.

Facteurs chimiques : Lasalinité, |’oxygeneet les ééments nuitritifs.

Facteurs hydrodynamiques : L’ agitation de |’ eau et I'émersion.

D N N NN

Facteurs bhiotiques : L’association avec d autres espéces (algues épiphytes ou
épizoiques) (Geneveés, 1990; Cabioc’'h et al., 1992; Farid et al., 2009).
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|.2 Classification

Les variations de pigmentation permettent de classer |es macroal gues en trois divisions
différenciant celles-ci selon leur couleur, Chlorophyta (algues vertes), Phaeophyta (algues
brunes) et Rhodophyta (algues rouges) (Gayral, 1975).

L es pigments correspondant a chaque division d’ algue sont :

0 Chlorophyta: Chlorophylle a,b; a-, B- et y-caroténes et plusieurs xanthophylles;

0 Phaeophyta: Chlorophylle a,c; PB-caroténe et fucoxanthine et plusieurs autres
xanthophylles;

o Rhodophyta: Chlorophylle a (quelques Florideophyceae); R- et C-phycocyanine,
allophycocyanine; R- et B-phycoérythrine, a- et f-caroténe et plusieurs xanthophylles
(Daviset al., 2003).

I.3 Principales utilisations

Les algues ont été utilisées depuis longtemps, au début dans l'alimentation des
populations. Les pays asiatiques sont les principaux consommateurs d'algues marines. 16
millions de tonnes d’ algues ont été ainsi consommees dont 15,8 millionsissus de I’ algoculture
pour I'année 2010 (FAO, 2010). La France est le premier pays européen a établir une
réglementation spécifique concernant I'utilisation des algues pour la consommation humaine

en tant que substances alimentaires (Burtin, 2003; Marfaing et L erat, 2007).

Grace aux propriétés des composés des algues marines, ces derniéres sont utilisées

dans plusieurs domaines :

Agro-alimentaire: Les aginates utilisess comme agents émulsifiants, épaississants,
stabilisants, gélifiants (additifs d’ E400 a E408) et excipients (Cosandey, 2003).

Meédecine: En thalassothérapie, les bains d'ague (algothérapie) sont utilisés pour traiter les
rhumatismes ou certaines affections de |’ appareil locomoteur. Les algues sont aussi utilisées
comme vermifuge, anesthésique et pommade pour le traitement de la toux, des blessures, la

goutte et le goitre (Dhar galkar et Pereira, 2005).
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Pharmacie: Les agues et leurs extraits ont un intérét important dans I’industrie
pharmaceutique, pour le développement de nouveaux médicaments contre le cancer,
I'inflammation et les infections microbiennes (Premila et al., 1996; Kim et al., 1997; Okai
et al., 1997; Elena et al., 2001). Les fucus sont riches en iode, ils sont additionnés dans les
meédicaments pour se soigner contre le goitre et la maladie de Basedow. L’ aginate extrait des
laminaires enrobe les médicaments afin de les protéger du suc stomacal, méme il est employé
dans la confection des pilules. Sargassum bacciferum, posséde des vertus diurétiques et
fébrifuges et combat les maladies rénales, elles se vendent sous forme de cachets de poudres
d’algue (Naegelé et Naegelé, 1967).

Utilisation agricole: Une autre utilisation intéressante des algues pratiquées de long temps et
trés répandue dans I’ agriculture est I'utilisation des goémons comme engrais (Naegelé et
Naegelé, 1967). La biodisponibilité de quantités adéquates de potassium, d'azote, d’ hormones
végétales et de micronutriments, la teneur élevée en matiére organique, notamment en fibre,
ainsi que la forme soluble dans I’ eau des éléments minéraux et oligoéléments dans les algues
font d’ elles un excellent engrais (Venugopal, 2009).

|.4 M étabolites secondair es

Les métabolites secondaires sont synthétisés au cours du développement normale de
la plante et en réponse a |'attague des pathogenes, des insectes et des herbivores. Ils
appartiennent a des groupes chimiques extrémement diverses (Bruneton, 1999; Zhao et al.,
2005; Vasconsuelo et Boland, 2007).

|.4.1 Composes phénoliques des algues marines

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires, ils sont largement
distribués dans le regne végétal (Martin et Andriantsitohaina, 2002). La structure de base
qui les caractérise est la présence d’un ou plusieurs noyaux aromatiques auxquels se lient un
ou plusieurs groupements hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction (Crozier et
al., 2006).
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|.4.1.1 Polyphénols halogénés

Les agues rouges sont de grands producteurs de composes halogénés (Maschek et
Baker, 2008). Les plus courants sont les haloterpenes, suivis par les mono et les
oligobromophénols (Retz de Carvalho et Roque, 2004). L’ étude bibliographique a révélé
gue les algues marines rouges sont riches en composés phénoliques, en particulier les
bromophénols (BP) (Retz de Carvalho et Roque, 2004; Zhao et al., 2004; Oh et al., 2008;
Wang et al., 2009). Ces bromophénols sont des produits naturels dont le principale
constituant est le 2,4,6-tribromophénol (2,4,6-TBP) (figure 1) (Hassenklover et Bickmeyer,
2006).

|.4.1.2 Phlorotannins

Les phlorotannins représentent un sous-groupe de tannins répandus seulement chez les
algues brunes (Pavia et Toth, 2000; Koivikko et al., 2005; Koivikko et al., 2008; Maschek
et Baker, 2008; Wang et al., 2008), ils sont entiérement produits par une polymérisation
d unités de phloroglucinol (1,3,5-trihydroxybenzene) (Targett et al., 1995; Arnold and
Targett, 1998; Koivikko et al., 2005; Iken et al., 2007; Iken et al., 2009) qui est un produit
delavoie d acétate-malonate (Targett et al., 1995; Koivikko et al., 2005; Athukorala et al.,
2006). La taille des molécules de phlorotannins est trés variable, allant jusgu’a plus de 650
kDa (Targett et al., 1995; Wei et al., 2003). Les phlorotannins sont classés en six groupes
selon les variations de leur assemblage a partir de la polymérisation d'unités de
phloroglucinol (1,3,5-trihydroxybenzene) (Figure 1) (M aschek et Baker, 2008).

Certains composés phénoliques d’ algues marines sont représentés dans lafigure 2.

A l?r B
Br’@\ Br
OH

Figure 1. Structure chimique du 2,4,6-tribromophenol (A) (Crozier et al., 2006) et la
structure de base des phlorotannins (B) (Sung-Hwan et al., 2012).
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1 2

Algue brune: Eisenia bicyclis (Sung-Hwan et al., 2012)
(2): Phlorofucofuroeckol-A, (2): 7- phloroeckol
Algue brune : Sargassum spinuligerum,
Cystophora torulosa
Chlorobisfucopentaphlorethol-A (Gribble, 2000)

Algue brune: Cystoseira usneoides
Tétrafucol (Ferrereset al.., 2013)

Les bromophénols de I’ al gue rouge Rhodomela confervoides (ZHao et al., 2004).

2,3-dibromo-4 ,5-dihydroxylé sulfoxyde de méthyle (1), le 4 - (2,3-dibromo-4 ,5-dihydroxy-phényl)-3-buténe-2-one (2), 2 - (3-
bromo -5-hydroxy-4-méthoxy-phényl) -3 - (2,3-dibromo-4 ,5-dihydroxy-phényl)-propionique (3), 2-(3-bromo-5-hydroxy-4-
méthoxy-phényl) -3 - (2,3-dibromo-4 ,5-dihydroxy-phényl) méthyl ester de I'acide propionique (4), le 2-phényl-3-(2,3-
dibromo-4 ,5-dihydroxy-phényl)-propionique (5), 4-méthoxy- 2, 3, 3 -tribromo-4 , 5, 5 acide-trihydroxydiphenylacetic (6).

Les bromophénols de I’ a gue rouge Rhodomela confervoides (Dayong et al., 2013).

1. his—2, 3dibromo-4 S-dibhyvdroxy-pheny]l-methane (BIDDEPRL)
2:3-bromo-4_5-bis{2_3-dibromo-4_ S-dibhyvdroxybenzry]1}-1_2-benrenedinol
3 3 d-dibromo-5-{2-bromo-3_4-dihydroxy-6-{ethoxymethy]benrv]benrene-1_X-dial

43 ddibromo S bromod ddihyvdroxyi{isopropoxymethy]ibenzy] benrene-1 2 -dinl

Figure 2: Quelques composes phénoliques des algues marines avec leurs especes
productrices.
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|.4.1.3 Flavonoides

Le terme «flavonoides» est généralement utilisé pour décrire une trés large gamme de
produits naturels (Marais et al., 2006) formés dans les plantes a partir des acides aminés
aromatiques, la phénylalanine et la tyrosine, et du malonate (Pietta, 2000). Les flavonoides
constituent un groupe de plus de 6000 composés (Erlund, 2004) qui comprennent un
squelette de carbone C6-C3-C6, ou plus précisément une fonction phenylbenzopyrane
(Marais et al., 2006). Ils se composent de deux cycles benzéniques (A et B), qui sont reliés

par un cycle pyrane (C) contenant de |’ oxygene (Figure 3) (Erlund, 2004).

Figure 3: Structure de base des flavonoides (Heim et al., 2002).

Bravo (1989) et Crozier et al. (2006) ont signalé que les flavonoides sont largement
répandus dans le régne végetel, al'exception des algues.

Yoshie et al. (2000) ont réalise une étude sur 27 algues. L’ analyse par HPLC a détecté
des concentrations élevés en épigallocatéchine (EGC), tandis que I'épigallocatéchine gallate
(EGCqg), I'épicatéchine galate (ECg) et I’ épicatéchine (EC) sont des composants mineurs
(figure 4).

Ces auteurs ont rapporté que I’algue brune Padina arborescens et Padina minor
contiennent les concentrations les plus élevées en EGCg. L’ague rouge Porphyra yezoensis
contient la catéchine et I'ECg. D’ autres algues rouges, Chondrus verruscosus et Actinotrichia
fragilis ne contiennent pas de catéchines. L'ECg n'a pas é&é détecté dans les neuf algues

rouges étudiées.
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a0
" o""“l'"'~'-'""""L"o"";-""‘:""" _OH
T
TNO o
OH

Figure 4: Structure chimique de I'épigallocatéchine gallate (A) (yang et al., 1999), de la
catéchine (B) et de I'épicatéchine (C) (Dhuique-Mayer et al., 2007).

[.5 Activités biologiques des composés phénoliques

Plus de 5000 polyphénols sont identifiés, plusieurs d'entre eux possedent un large
spectre de propriétés biologiques (Ullah et Khan, 2008). Ils sont décrits comme étant des
antioxydants, antiagrégants plaguettaires, anti-inflammatoires, anti-allergiques, anti-
thrombotiques, anti-tumoraux, vasodilatateurs, cardioprotecteurs et antimicrobiens
(Puupponen-Pimia et al., 2001; Balasundram et al., 2006).

|.5.1 Activité antibactérienne
Les composés phénoliques sont des précurseurs de polymeres structurels, ils servent
de molécules de signalisation ou fonctionnent comme agents antibactériens (les

phytoanticipines et les phytoa exines) (Hammer schmidt, 2005).

.5.1.1 Moded’action

Les composés phénoliques exercent leurs effets antibactériens sur la membrane
cytoplasmique en atérant sa structure et causant un dysfonctionnement par un changement
dans le transport des ions ou par une dépolarisation a travers les changements structuraux
dans la membrane, interférence avec le systéme de génération de I'énergie (adénosine
triphosphate) dans la cellule, formation de complexes avec les protéines et certains
congtituants de la paroi cellulaire bactérienne menant a la lyse, ou I’inhibition d’ enzymes
empéchant ainsi I’ utilisation des substrats pour la production d' énergie (Ultee et al., 2002).

Le mode d action des polyphénols sur |es microorganismes peut étre lié a l'inhibition des
enzymes hydrolytiques (protéases et carbohydrolases) ou d'autres interactions inactivant les
adhésines microbiennes, les protéines de I'enveloppe cellulaire et des interactions non
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spécifigues avec des hydrates de carbone (Cowan, 1999; Karou et al., 2005; Mohamed et
al., 2009).

Les flavonoides sont des substances antibactériennes efficaces contre une large
gamme de bactéries (Ghedira, 2005). Cette activité antibactérienne des flavonoides peut étre
due a leur capacité a inhiber la synthése des acides nucléques, la fonction de la membrane

cytoplasmique ou le métabolisme énergétique (Cushnie et Lamb, 2005).

L’intercalation et le mésappariement des bases azotées sont aussi proposés, comme
mécanisme d’ action des flavonoides, a cause des structures semblables entre les flavonoides

et les bases azotées des acides nucléques (Mori et al., 1987).

Les ADN Gyrases sont des enzymes qui controlent la topologie de I'’ADN chez les
procaryotes ce sont une cible des substances antibactériennes comme la quercétine qui inhibe
la gyrase par deux mécanismes proposés par (Plaper et al., 2003). La quercétine se lie a
I”’ADN qui stabilise le complexe ADN-Gyrase et entraine le clivagedel’ ADN, ou elleseliea
la sous unité GyrB de I’ ADN Gyrase et inhibe son activité ATPasige, car les sites de fixation
del’ ATP et de la quercétine se chevauchent (Plaper et al., 2003).
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|. Matériel végétal
|.1 Echantillonnage

Durant le mois de Juillet 2013, cing especes d algues marines ont été récoltées sur
la plage Boulimate située a environ 20 Km a |’ ouest du centre ville de Béjaia (36° 49' 2,09

N, 4° 59 22,19 E) (figure 5). Les échantillons sont transportés au laboratoire dans des

sacs en polyéthylene.

Figure5: Cartographie de la station de récolte des algues marines éudiées (INCT, 2000).

Les algues marines récoltées sont identifiées au niveau du laboratoire de
cryptogamie al’ université Abderrahmane Mira de Bejaia (UAMB). Les photographies des
espéeces d’ al gues marines récoltées sont présentées dans la figure 6 avec une description de

ces especes dans le tableau |.

|.2 Traitement des échantillons

Les échantillons sont nettoyés par lavage avec de I’eau douce afin d’ éliminer les
épiphytes, les nématodes et toutes autres matiéres suspendues, et les crampons sont
enlevés. Un dernier lavage avec de |’ eau distillée est effectué. Apres séchage al’ étuve a
40°C, les algues sont coupées en petits morceaux, broyées en fine poudre par un broyeur
(figure 7). Les poudres sont mises dans des flacons opaques.
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Tableau |: Caractéristiques botaniques des espéces d’ al gues marines récol tées.

Figure 6: Photographies des especes Description Classification
d' algues marines récoltées.
(Cabioc’h et al., 1992)
Alguerougedegrande | Regne: Plantae

Rhodomela confervoides

taille (30 cm de haut),
avec un Thalle
cylindrique de quelques
dixiemes de millimétres
de diamétre,
abondamment ramifiés.

Division: Rhodophyta
Classe: Rhodophyceae
Ordre: Ceramiale
Famille: Rhodomel acées
Genre: Rhodomela

4 N

Cystoseira humilis

/

Algue brune de petite
tallle avec un thalle
cylindrique en tout ou
partie et des
ramifications disposées
dans tous les plans, axes
principaux non aplatie,
rameavix un  peu
€pineux

Regne: Plantae
Division: Phaeophyta
Classe: Phaeophyceae
Ordre: Fucales
Famille: Cystoseiracées
Genre: Cystosera

4 N

Halopteris scoparia

N /

Algue brune avec des
thalles filamenteux.

I’ apparition de rameaux
latéraux.

Regne: Plantae
Division: Phaeophyta
Classe: Phaeophyceae
Ordre: sphacelariales
Famille:

Sypocaul onacées
Genre: Halopteris
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Padina pavonica

Algue brune avec un
thalle en lame ou ruban
mince et souvent
membraneux.

Regne: Plantae
Division: Phaeophyta
Classe: Phaeophyceae
Ordre: Dictyotale
Famille: Dictyotacées
Genre: Padina

-

Sargassum vulgare
N /

~

Algue brune pouvant
atteindre plusieurs
metres de longueur, avec
un thalle cylindrique en
tout ou partie présence
des flotteurs latéraux
portes par un court
pédoncule.

Regne: Plantae
Division: Phaeophyta
Classe: Phaeophyceae
Ordre: Fucales
Famille: sargassacées
Genre: sargassum

Figure 7: Poudres des a gues marines étudiées.
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I1. Extraction des composés phénoliques

Les polyphénols sont extraits par macération de 5g de poudre dans 50ml d’ acétone
70% sous agitation. Apres 24 heures, la solution est centrifugée (centrifugeuse SIGMA) a
40009 pendant 5 minutes, le surnageant contenant les polyphénols est récupére puis filtré
avec du papier filtre standard. Apres évaporation dans I’ étuve a 40°C, une reconstitution
des extraits est réalisée avec du DM SO 5% a une concentration de 100 mg/ml. Les extraits

sont conservés dans des flacons fumés a4°C (Cho et al., 2007).

1.1 Taux d’extraction

Le taux d extraction des extraits acétoniques d’ algues marines est déterminé par la

formule suivante :

Taux d’extraction (%) = [(P1-Po)] / E x100

Po: Poids du bécher vide.
P, : Poids du bécher et I extrait apres évaporation du solvant.
E : Poids de lapoudre.

I1.2 Dosage des polyphénols totaux

o Principe
Le principe de cette méthode repose sur I’interaction des composés phénoliques
avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est constitué par un mélange d’ acide
phosphotungstique (H3sPW12040) €t d’acide phosphomolybdique (HsPMO1,04). I
est réduit, lors de I’oxydation des phénols qui entrainant la formation dun
complexe de couleur bleue, présentant un maximum d’ absorption aux environs de
720-750nm, dont I'intensité est proportionnelle a la quantité des composés

phénoliques (Ribéreau-Gayon, 1968).
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o0 Modeopératoire

Lateneur des extraits en polyphénols totaux est estimée selon la méthode de (Kuda
et al., 2005).

0,8ml d'une solution de Folin-Ciocalteu a 10% sont gjoutés a 0,4ml d extrait dilué.
Apres 3 minutes, 1,6ml d'une solution de carbonate de sodium (Na,COs3) a 10% sont
gjoutés. Ce mélange est laissé a |’ obscurité pendant une heure a température ambiante. Des
mesures d'absorbance sont enregistrées a 750 nm en utilisant un spectrophotometre (VIS-
7220 G) (Kuda et al., 2005).

Les teneurs des extraits en phénols totaux sont déterminées en se référant a une
courbe d’ étalonnage obtenue avec la phloroglucinol (figurel, annexe 1). Les résultats sont
exprimeés en milligramme équivalent de phloroglucinol par gramme de poudre séche (mg
Eq. phl/g de Ps).

[11. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits acétoniques des
algues marines étudiées

Afin de déterminer le potentiel bioactif des extraits acé&oniques des cing algues
marines, six bactéries sont testées dont trois bactéries Gram positives (Bacillus subtilis,
SARM et Listeria innocua) et trois a Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et Acinetbacter baumannii). Ces souches (Tableau Il) sont fournies par le

Laboratoire de Microbiologie Appliquée de I’ UAMB.

Tableau I1: Tableau représentatif des différentes souches microbiennes testées.

Gram Souches bactériennes Référence
SARM ATCC 43300

Gram® Bacillus subtilis ATCC 6633
Listeria innocua CLIP 74915
Escherichia coli ATCC 25922

Gram Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Acinetobacter baumannii 610

ATCC: Americain Type Culture Collection; CLIP: Collection Listeria Institut Pasteur; SARM:
Saphylococcus aureus Résistant ala méthicilline.
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[11.1 Antibiogramme

Trois méthodes différentes sont utilisées pour évaluer I'activité antibactérienne des
extraits acétoniques des algues marines étudiées, a savoir : la méhode des disques, des
puits et des spots.

Pour chague méthode, 25uL d'extrait sont testés sur une gélose Mueller Hinton
préalablement ensemencées par écouvillonnage & raison de 10°UFC/ml (Karabay-
Yavasoglu et al., 2007). Les boites de Petri sont mises au réfrigérateur a 4°C pendant trois
heures pour une pré-diffusion (Bansemir et al., 2006). Aprés incubation a 37°C/24 heures,
des zones d'inhibition autour du point d application sont mesurées en millimétres
(Karabay-Yavasoglu et al., 2007). Le DM SO 5% est utilisé comme témoin négatif.

[11.2 Déter mination des concentrations minimalesinhibitrices (CMI)
o Principe
La CMI est définie comme éant la plus faible concentration inhibant toute
croissance bactérienne aprés 18 a 24 heures d’incubation (Caquet, 2004). La CMI des
extraits acétoniques des souches cibles est déterminée sur milieu liquide par la méthode
des dilutions alaide des microplaques de 96 puits.
o0 Modeopératoire
Les micropuits sont remplis par 165ul de bouillon Mueller Hinton, 5 ul de
l'inoculum ayant une concentration finde de 10°UFC/mI, et de 30ul dextrait a
différentes concentrations allant de 40mg/'ml a 100mg/ml. Le volume final de chaque puits
est de 200 pl. Les microplagues sont incubées a 37°C pendant 24h (Santoyo et al., 2009).

Deux témoins sont réalisés, a savoir:
» Untémoin négatif (sans I’inoculum): Bouillon Mueller Hinton + 30ul d extrait.
» Un témoin positif (sans extrait): Bouillon Mueller Hinton + 30ul de DMSO 5% +

5uL del’inoculum.
La CMI de chaque extrait est déterminée par une inspection visuelle des fonds
des puits, la croissance bactérienne est indiquée par la présence d'une pelote blanche au

fond du puits (Santoyo et al., 2009).
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111.3 Déter mination des concentrations minimales bactéricides (CMB)
o Principe
La CMB est définie comme étant la plus petite concentration aboutissant a une
destruction notable des bactéries (0,01% de survivant) (Meyer et al., 1994).
0o Modeopératoire
A partir des puits qui ne présentent aucune croissance, des spots de 10uL sont
déposés sur la surface d'une gélose Mueller Hinton, apres incubation a 37°C/ 24 heures,
une présence ou non d’ une croissance est mentionnée. La CMB correspond a la plus faible

concentration ou aucune croissance n’' est observée.

V. Etude statistique

Pour pouvoir faire une étude statistique, chague test est réalisé en trois essais. Les
résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Les données sont analysées en utilisant
une anayse de variance (ANOVA). Des différences significatives (p<0,05) entre les
moyennes sont déterminées par le test LSD (Low Significant Difference). Le logiciel
utilisé est STATISTICA 5.5.
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|. Taux d’extraction et dosage des polyphénolstotaux

|.1 Taux d’extraction des composés phénoliques

La méthode d extraction des composés phénoliques doit permettre d extraire le
maximum de composeés phénoliques sans une modification chimique (Hayouni et al., 2007).
La température, le temps de macération, la taille des particules et le volume du solvant
peuvent affecter le taux d'extraction (Pinelo et al., 2005; Spigno et al., 2007; Bonnaillie et
al., 2012). La solubilité des composees phénoliques dépend de leur nature qui peut varier de
simples substances aux composes fortement polymeérisés (Cacace et Mazza, 2003) et par la
polarité des solvants (Goli et al., 2005; Sulaiman et al., 2011).

Khokhar et Magnusdottir, (2002), Duan et al. (2006) et Chandini et al. (2008) ont
rapporté que les solvants tels que le méthanol, I'éthanol, le butanol, I'acétone, le chloroforme
et I'eau ont été couramment utilisés pour I'extraction des composés phénoliques a partir
d'algues brunes et rouges. L’ acétone 70% est considéré comme étant |le mélange de solvant le
plus efficace pour extraire les phlorotannins (Koivikko et al., 2005; Murti et Agrawal,
2010).

Tableau |11: Taux d’ extraction des composés phénoliques des algues marines étudiées.

Espece d’algue Taux d'extraction
Marine (%)
Rhodomela confervoides 8,472 + 00,534°
Cystoseira humilis 9,641 + 00,415°
Halopteris scoparia 5,327 + 00,286°
Padina pavonica 3,036 + 00,235°
Sargassum wulgare 5,661 + 00,048°

Les valeurs portants |es mémes | ettres ne présentent aucune différence significative (p>0,05).

Parmi les extraits acétoniques des especes d’ algues marines étudiées, Cystoseira
humilis représente le taux d’ extraction le plus élevé (9,641% * 00,415), suivi de Rhodomela
confervoides (8,472% + 00,534) et de Sargassum vulgare (5,661% = 00,048). Halopteris
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scoparia (5,327% + 00,286) et Padina pavonica enregistrent les taux d extraction les plus
faibles (3,036% + 00,235) avec aucune différence significative (p>0,05).

Le taux d extraction obtenu par Rhodomela confervoides (8,472%) est supérieur par
apport a celui enregistré par Mantajun et al. (2008) pour les extraits méthanoliques des
algues rouges Eucheuma cottonii (2,25%), Eucheuma spinosum (1,88%) et Halymenia
durvillagi (7,92%). Duan et al. (2006) ont observé un taux dextraction pour I’extrait
méthanol/choloroforme de I’ ague rouge Polysiphonia urceolata un peu plus élevé (12,1%)
gue notre extrait acétonique de Rhodomela confervoides.

Foon et al. (2013) ont enregistré un taux d'extraction de 1,21% pour un extrait
méthanolique de I'algue brune Padina sp, presque doublement supérieur a celui qu'on a
trouvé concernant notre algue brune Padina pavonica (3,03%). Mantajun et al. (2008) ont
révélé un taux d extraction tres élevé pour I'extrait méthanolique de Padina sp (8,55%).
Toutefois, un taux inferieur a nos résultats est constaté par Aguila-ramirez et al. ( 2012) pour

I'extrait éhérique de Padina concrescens (0,65%).

Chandini et al. (2008) ont constaté un taux d extraction par le méthanol (12,31%)
d’ une algue brune Padina tetrastomatica superieur a celui qu’ on a obtenu concernant Padina
pavonica. Notre algue brune Sargassum vulgare a donné un taux d’ extraction (5,66%)
similaire a celui de I’agues brunes Sargassum marginatum (5,45 %) constaté par (Chandini
et al., 2008) et I'extrait acétonique de Sargassum siliquastrum enregistré par Cho et al.
(2007), mais inferieur al’ extrait éhanolique de Sargassum vulgare (7,7%) observé par Zubia
et al. (2008).

Plusieurs facteurs peuvent influencer sur la teneur en polyphénols totaux. Des éudes
ont montré que les facteurs extrinseques (tels que les facteurs géographiques et climatiques),
les facteurs génétiques, le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une

forte influence sur lateneur en polyphénols (Bouzid et al., 2011).
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| .2 Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits acétoniques des cing espéces d algues
marines étudiées, exprimées en milligramme équivalent de phloroglucinol par gramme de
poudre seche (mg Eq. phl/g de Ps), sont enregistrées dans le tableau V.

Tableau 1V: Teneurs en polyphénols totaux des extraits acétoniques des algues marines

étudiées.

Espece d’algue Teneur en composés phénoliques
Marine (mg Eq Phl/g de Ps)
Rhodomela confervoides 1,249 + 0,044°
Cystoseira humilis 4,628 + 0, 234°
Halopteris scoparia 1,444 + 0,05°
Padina pavonica 1,027 + 0,087*
Sargassum vulgare 0,838 + 0,023°

Les valeurs portants les mémes | ettres ne présentent aucune différence significative (p>0,05).

Le tableau IV montre que l'extrait acétonique de l'algue brune Cystoseira humilis
enregistre la meilleure teneur en polyphénols totaux (4,628 + 0,234 mg Eq Phl/g de Ps), suivi
par Halopteris scoparia (1,444 + 0,05 mg Eq Phl/g de Ps) et I’algue rouge Rhodomela
confervoides (1,249 + 0,0442 mg Eq Phl/g de Ps) avec une différence significative (p<0,05).
Les plus faibles teneurs en polyphénols totaux sont enregistrées par les extraits acétoniques
des agues brunes Padina pavonica (1,0273 + 0,0871 mg Eq Phl/g de Ps) et Sargassum
vulgare (0,838 + 0,023 mg Eq Phl/g de Ps) avec une différence non significative (p>0,05).

L’ éude réalisée par Guner et al. (2013) a montré que |’extrait méthanolique de
Cystoseira compressa a une teneur en polyphénols totaux de 0,161 + 0,08 mg Eq AG/g de Ps,
Cette teneur est largement inferieure a notre extrait acétonique de Cystoseira humilis (4,628
+ 0,234 mg Eq Phl/g de Ps).
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L’ algue rouge Rhodomela confervoides montre une teneur (1,249 + 0,0442 mg Eq
Phl/g de Ps) supérieure al’ague rouge Gracilaria edulis (0,142 + 0,025 mg Eq AG/g de Ps)
étudiées par Murugan et lyes (2012).

Des teneurs en polyphénols totaux supérieures a celles qu'on a obtenues sont
observées par Tariq et al. (2011) pour les extraits éhanoliques de I'algue brune Padina
pavonica (6,5 mg Eq AG/g de Ps) et I extrait méthanolique de Padina tetrastomatica (11,10 +
0,19 mg Eq AG/g de Ps) étudié par Chandini et al. (2008). Une étude récente réalisée par
Foon et al. (2013) a montré que la teneur en polyphénols totaux de I’ extrait méthanolique de

Padina sp (14,58 + 0,12 mg Eq Phl/g de Ps) est nettement supérieure a nos résultats.

L’ algue brune Sargassum vulgare a révélé une teneur en polyphénols totaux (0,838 +
0.023 mg Eq Phl/g de Ps) supérieure aux algues étudiées par Zhang et al. (2007) ayant
observeé une teneur en polyphénols totaux dans les extraits méthanoliques et chloroformiques
des algues brunes Sargassum horneri (0,41 £ 0,01 mg Eq AG/g de Ps) et Sargassum
thunbergii (0,29 = 0,01 mg Eq AG/g de Ps).

[1. Activité antibactérienne des extraits acétoniques des algues marines
etudiées

[1.1 Antibiogrammes

Dans cette étude, trois méthodes de diffusion sur milieu solide sont utilisées pour
étudier |’ activité antibactérienne des extraits acétoniques de cing especes d'algues marines.
Afin de déterminer leur potentiel bioactif, tous les extraits sont testés vis avis de trois
bactéries Gram positives (Bacillus subtilis, Listeria innocua et SARM) et trois & Gram négatif
(Acinetobacter baumannii, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa).

Les résultats sont exprimés selon trois niveaux d’activité : Résistant : D<8 mm,
intermédiaire : 15 mm>D>8 mm et sensible : D>15 mm, ou D : diamétre des zones
d'inhibition (Bansemir et al., 2006). Les diametres des zones d'inhibition obtenues par les
extraits de Rhodomela confervoides et Padina pavonica sont donnés dans le tableau |, annexe
[1. L'activité antibactérienne des extraits acétoniques des cing espéeces d’ algues marines

étudiées est résumée dans lafigure 10.
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[1.1.1 Activité antibactérienne al’ égard des bactéries Gram positives

Les extraits acétoniques de Rhodomela confervoides et de Padina pavonica, a une
concentration de 100mg/ml, ont montré une bonne activité antibacterienne vis-avis les
bactéries Gram positives (figure 8). La plus large zone d'inhibition est de 17,5mm révélée par
Rhodomela confervoides par la méthode des spots a I'égard du SARM, suivi par une zone
dinhibition de 155mm (méthode des disques) révélée par Padina pavonica, avec une

différence significative (p<0,05) entre les extraits de ces deux algues.

Bacillus subtillis a montré une sensibilité vis-a-vis de Rhodomela confervoides avec
une zone dinhibition de 15,5mm (méthode des disques) et une activité intermédiaire

(12,5mm) avec la méthode des disques, révélée par Padina pavonica.

La souche L. innocua sest révélée sensible a I’ extrait de I’algue rouge Rhodomela
confervoides avec une zone d’inhibition de 10,5mm (méthodes des spots) et résistante a
I"algue brune Padina pavonica avec une différence significative (p<0,05) entre les extraits de

ces deux algues marines.
Aucune zone d'inhibition n’est observée pour les extraits acétoniques des agues brunes

Cystoseira humilis, Halopteris scoparia et Sargassum vulgare avec les trois méthodes contre
toutes les bactéries Gram positives testées.
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Figure 8: Activité antibactérienne des extraits acétoniques de Rhodomela confervoides et de

Padina pavonica al'égard des bactéries Gram positives.

11.1.2 Activité antibactérienne a |’ égard des Gram négatives

L’extrait de Rhodomela confervoides a montré une bonne activité inhibitrice vis-a-vis
E. coli avec un diamétre de zone dinhibition de 18mm (méthodes des spots) tandis que

Padina pavonica n'a aucun effet sur cette souche (figure 9).

A. baumannii a montré une sensibilité vis-a&vis de Rhodomela confervoides avec une
zone dinhibition de 15,5mm (méthode des spots et des puits), suivi par Padina pavonica avec
une zone dinhibition inferieure a 11,5mm (méthode des spots). Des effets inhibiteurs
intermédiaires al’ égard de P. aeruginosa (méthode des spots) sont observes chez |'extrait de
Rhodomela confervoides avec un diamétre de 10mm, et de Padina pavonica avec une zone
d’inhibition un peu plus élevée et qui est de 13,5mm (méthode des disques).

L’ étude statistique a montré une différence significative entre les deux extraits
acétoniques de Rhodomela confervoides et de Padina pavonica vis-avis les deux souches A.
baumannii et P. aeruginosa. Pour les autres extraits, Cystoseira humilis, Halopteris scoparia
et Sargassumvulgare, aucune zone d'inhibition n'a été observée vis-avis les bactéries Gram

negatifs testées.
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Figure 9: Activité antibactérienne des extraits acétoniques de Rhodomela confervoides et de

Padina pavonica al'égard des bactéries Gram négatives.
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Figure 10: Photographies de quelques zones d'inhibition obtenues par les extraits acétoniques :
Rhodomedela confervoides contre B. subtilis (a), L. innocua (b), SARM (C), A. boumanii (d) et P.
aeruginosa (e); Padina pavonica contre A. acinetobacter boumanii (f) et P. aeruginosa (g); Absence
de zones d'inhibition pour Cystoseira humilis contre A. bumanii (h) et Sargassum vulgare contre L.
innocua (i).

D’ apres I’ analyse des résultats obtenus I'algue rouge Rhodomela confervoides exerce
une meilleure activité antibactérienne, ce qui est d§a montré par Bansemir et al. (2006) et
Salvador et al. (2007). L’extrait acétonique de Rhodomela confervoides est actif contre B.
subtilis, SARM, E.coli et A. baumannii, nos résultats sont compatibles avec ceux de Bedjou
et al. (2011) qui ont étudié I’ extrait méthanoligue de Rhodomela confervoides et ayant trouvé
un diamétre de zone d'inhibition supérieur pour B. subtilis (23,33mm) et L. innocua

(19,33mm), et une zone d’inhibition similaire a nos résultats pour E. coli (18,33mm).
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Omar et al. (2012) ont éudié I’ activité antibactérienne de I'extrait méthanolique de
I’ algue rouge Gracillaria multipartita, ils ont trouvé une zone d’inhibition faible (12,5mm) et
une zone plus large avec |'extrait éher de pétrole a I’égard d'E. coli (18mm). L’extrait
hexanique d'une ague rouge Gracilaria, éudié par Lima-Filho et al. (2002) a inhibé
seulement la croissance de B. subtilis. En revanche, nos résultats montrent que I’ extrait
acétonique de Rhodomela confervoides inhibe la croissance de toutes les souches

bactériennes testées.

Dans notre étude, seule I'ague brune Padina pavonica s est révélée active vis-a-vis B.
subtilis, SARM, A. baumannii et P. aeruginosa. Contrairement a Tuney et al. (2006) ayant
rapporté que I’ extrait acétonique de Padina pavonica n’a pas d’ activité antibactérienne vis-&
vis de P. aeruginosa, ce qui est en accord avec les résultats de Chbani et al. (2011). Borie et
al. (2012) et Chiheb et al. (2009) ont observé que I’ extrait méthanolique de Padina pavonica
arévélé une faible activité (10mm) contre la souche E. coli. L’ éude réalisée par Bedjou et al.
(2011) a montré une activité de |'extrait méthanolique vis-avis de B. subtilis (19,33mm)
supérieure a notre résultat, mais vis-a-vis de P. aeruginosa le diamétre de la zone d'inhibition
est intermédiaire (12,33mm) et tres proche du notre résultat (13,5mm). Gonzalez del Val et
al. (2001) ont rapporté que I’ extrait méthanolique de Padina pavonica a montré une activité

antibactérienne seulement contre B. subtilis.

Kayalvizhi et al. (2012) ont testé I’ activité antibactérienne de I’ algue brune Padina
boergesenii avec une macération de trois jours utilisant | acétone comme solvant d’ extraction,
ils ont obtenus de faibles zones d’inhibition (7mm) vis-a-vis de P. aeruginosa et d'E. coli
comparant a nos résultats ou une zone d'inhibitions plus élevé est enregistrée pour P.

aeruginosa (13,5mm) et absence de zone concernant E. coli.

Omar et al. (2012) ont observé une zone d'inhibition de 20mm al’ égard de B. subtilis
et de 24mm contre le SARM concernant |’ extrait méthanolique de Padina pavonica, ces zones

d’inhibition sont supérieures a celles que nous avons obtenu.

Les extraits acétoniques des algues brunes Cystoseira humilis, Halopteris scoparia et
Sargassum vulgare sont inactifs sur les six souches testées, tandis que plusieurs éudes, telles
gue celles réalisées par Gonzalez et Silva (2001), Moujahid et al. (2004) et Zubia et al.
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(2008), ont montré que ces trois algues brunes ont des activités antibactériennes a I’ égard des

souches testées.

La souche E. coli résiste a |’ extrait acétonique de Cystoseira humilis ce qui est en
accord avec le résultat de Farid et al. (2009), qui ont utilisé I'extrait méthanolique de
Cystoseira humilis a I’égard d'E. coli qui est résistante a cette espece algale. Par contre
Oumaskour et al. (2012) ont testé I’ activité acétonique de Cystoseira humilis sur B. subtilis,
ils ont trouvé une zone dinhibition inferieure a 15mm qui différe de nos résultat ou aucune

zone d'inhibition n'a é&é observée.

Des résultats similaires a ceux qu’on atrouvé pour I’extrait acétonique de Cystoseira
humilis sont observés par Gonzalez et Silva (2001) concernant I’ extrait méthanolique de
Cystoseira humilisvis-&vis P. aeruginosa et B. subtilis.

Chiheb et al. (2009) et Zabakh et al. (2012) ont trouvé des zones d'inhibition

supérieures a 10mm avec |’ extrait méthanolique de Cystoseira humilis vis-a-vis E. coli.

Gonzalez et Silva (2001) ont constaté que I’ extrait méthanolique de I’algue brune
Halopteris scoparia est actif vis-avis de B. subtilis (15mm) et inactif a I'égard de P.
aeruginosa par contre notre extrait acétonique de Halopteris scoparia n'a révélé aucune
activité a I’égard de ces deux souches. Taskin et al. (2007) ont aussi constaté que l'algue
brune Halopteris filicina n'a révélé aucune activité contre E. coli, ce qui est en accord avec

nos résultats.

Parmi les 21 espéces phaeophyceae testées par Chiheb et al. (2009), I'extrait
méthanolique de Sargassum vulgare ne possede pas d’ activité vis-a-vis d E .coli, ce qui est
similaire a nos résultats. Par contre Zubia et al. (2008), ont montré que I’ extrait é&hanolique
de Sargassum vulgare a une activité antibactérienne vis-a-vis dE. coli et de P. aeruginosa

avec un diamétre d’inhibition inférieur & 10mm.

Xavier et al. (2012) ont mis en évidence I’ effet antibactérien de |’ extrait acétonique de

I’algue brune Sargassum wightii avec des zones d’inhibitions de 10,67mm pour P.
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aeruginosa, 15,33mm pour E. coli, 16,33mm pour le SARM, et 10,67mm pour B. subtilis

tandis que notre extrait n‘arévél € aucune activité antibactérienne pour ces souches cibles.

Le type et la nature des substances bioactives produites influencent sur le potentiel
antibactérien (Manivannan et al., 2009). Plusieurs facteurs peuvent étre a I’origine de la
différence entre nos résultats et ceux obtenus dans des études antérieures. Parmi ces facteurs,
la variabilité intraspécifique de la production de métabolites secondaires liée a des variations

saisonniéres (K arabay-Yavasoglu et al., 2007; Rajasulochana et al., 2009).

Plusieurs auteurs ont expliqué que les différences entre les résultats sont dues aux
protocoles et aux solvants d’ extraction (Karabay-Yavasoglu et al., 2007; Kandhasamy et
Arunachalam, 2008; Shanmughapriya et al., 2008; Abou-Eleda et al.,, 2009,
Rajasulochana et al., 2009) ains qu'a la différence des méthodes utilisées pour évaluer
I'activité antibactérienne (K arabay-Yavasoglu et al., 2007; Kandhasamy et Arunachalam,
2008; Rajasulochana et al., 2009).

La différence dans la structure de la paroi bactérienne joue un réle important dans la
susceptibilité des bactéries (Shan et al., 2007; Tian et al., 2009). Plusieurs travaux ont mis en
évidence la grande sensibilité des bactéries Gram positives aux extraits de plantes par rapport
aux bactéries Gram négatives (Turkmen et al., 2006; Hayouni et al., 2007; Falleh et al.,
2008). Les bactéries Gram négatives possedent une membrane externe constituée
principalement de lipopolysaccharides (LPS) et des protéines majoritaires appelées porines.
Cette membrane est imperméable a la plupart des molécules. Cependant, I'inhibition de la
croissance des bactéries Gram négatives a été rapportée, particulierement en combinaison
avec les facteurs qui peuvent influencer I'intégrité de la cellule et/ou la perméabilité de la
membrane, telle que les basses valeurs du pH et les concentrations accrues en NaCl
(Georgantelis et al., 2007).

De plus, selon Shan et al. (2007), la membrane des bactéries Gram négatives est
associ ée a des enzymes dans |'espace périplasmique qui sont capable de détruire les molécules
intruses. En effet les extrémités lipophiles des acides lipoteichoiques de la paroi des bactéries
Gram positives facilitent la pénétration des composés hydrophobes (Boussaada et al., 2008),

tels que les tannins qui peuvent atteindre la membrane cytoplasmique, et perturbent la force
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motrice de protons, le transport actif et la coagulation du contenu cellulaire (Tian et al.,
2009).

En comparant la sensibilité des souches testées, nous ne remarquons pas de différences
significatives dans la susceptibilité entre les bactéries Gram positives et Gram négatives. Cela
est en accord avec quelques études réalisées dans cette optique. Ceci pourrait refléter soit le
large spectre d’ activité d’un ou des composés phénoliques de nos extraits acétoniques ou bien
lavariabilité des composés phénoligues des cing algues marines étudiées.

1.2 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et
bactéricides (CMB)

Les extraits acétoniques des algues marines Cystoseira humilis, Halopteris scoparia et
Sargassum vulgare ont un faible effet inhibiteur vis-a-vis les bactéries testées avec des CMI

et des CMB supérieures a 20mg/ml.

L’extrait acétonique de Rhodomela confervoides posséde un effet inhibiteur
bactériostatique a 20mg/ml vis-avis du SARM et d'E. coli, leur CMB sont supérieures a 20

mg/ml.

Malgre lafaible teneur en polyphénols totaux, |’ extrait acétonique de Padina pavonica
exerce un effet inhibiteur vis-a-vis les bactéries Gram négatives avec une CMI <10mg/ml a
I”égard d'A. baumannii et une CMI de 10mg/ml vis-avis P. aeruginosa (figure 11), leur CMB

sont supérieures a 10mg/ml.

Figure 11: Photographie de la microplague de 96 puits pour les CMI obtenues par
les extraits acétoniques de Rhodomedel a confervoides et Padina pavonica.
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La CMI révélée par I’ extrait de notre algue Padina pavonica est supérieure aux CMI
enregistrées pour cette espéce d' algue étudiée par Omar et al. (2012), elles sont de 1.25ug/ml
pour E. coli et le SARM. Notre résultat est similaire a celui de Salem et al. (2011) pour
I’ extrait de |’ algue brune Padina gymnospora qui a donné une CMI de 10mg/ml, mais avec la
méme algue Padina gymnospora Xavier et al. (2012) a trouvé une CMI de 2,5mg/ml a

I’ égard de P. aeruginosa.

Salem et al. (2011) ont constaté que les extraits méthanoliques de Cystoseira myrica
et de sargassum dentifium ont enregistré une CMI de 50mg/ml & I’égard d'E. coli et de P.

aeruginosa, ce qui est en accord avec nos résultats (CM1>20 mg/ml).

Les composés phénoliques isolés de I’ extrait acétonique de I’ algue brune Cymbella ssp
par Al-Mola (2009) ont montré un effet inhibiteur vis-avis d'E. coli avec des CMI de

3mg/ml et de 0,78mg/ml contre P. aeruginosa.

Xu et al. (2003) ont testé les bromophénols de I a gue rouge Rhodomela confervoides,
ils ont trouvé que le composeé di-(2,3-dibromo-4,5-dihydroxybenzyl) éther possede le meilleur
effet inhibiteur contre les sept souches testées avec des CMI inferieures a 0,7mg/ml vis-a-vis
de P. aeruginosa et E. coli. Oh et al. (2008) ont étudié I’ ague rouge Odonthalia corymbifera,
ils ont trouvé que le composé di-(2,3-dibromo-4,5-dihydroxybenzyl) éther possede une CMI
supérieure a Img/ml al’ égard de B. subtilis et E. coli.

Nagayama et al. (2002) et Xu et al. (2003) ont étudié I’ activité antibactérienne des
phlorotannins et des bromophénoles, ils ont constaté des activités éevées comparées a nos
résultats cela est peut étre due au fait que leur composés sont pures alors que nos extraits sont
bruts.

D’aprés les résultats du dosage, la teneur en composes phénoliques n'est pas
proportionnelle a |’ activité antibactérienne, mais a la nature des composés présents dans les
extraits. C est le cas de I’ extrait acétonique de Padina pavonica, celui-ci bien qu’il soit pauvre
en composés phénoliques, exprime une activité antibactérienne importante vis-avis du

SARM. Ceci pourrait étre lié a la présence d’autres composés dont la nature permet une
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activité antibactérienne élevée, telles que les unités oligomériques des tannins, connues pour
leur effet antibactérien (Navarro et al., 1996; Dall’agnol et al., 2003; Taguri et al., 2006).
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Conclusion

Les travaux réalisés jusqu’'a présent en Algérie ont surtout porté sur les plantes
meédicinales terrestres. Peu de résultats, concernant |'activité antibactérienne des algues
marines sont disponibles. Actuellement les algues sont de plus en plus consommées et
utilisées pour I’ extraction de mol écul es biol ogiquement actives.

Dans la présente éude nous nous sommes intéresses a |’évauation de I'activité
antibactérienne, vis-a-vis des Gram positives et Gram négatives des extraits de cing algues
marines de la cote de B&aia a savoir Cystoseira humilis, Halopteris scoparia, Padina

pavonica, Sargassum vulgare et Rhodomela conforveides.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux ont montré que Cystoseira humilis et
Halopteris scoparia possedent les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux (4,628 +0,
234 et 1,444 +0,05 Eq mg Phl/g de poudre, respectivement) tandis que Sargassum vulgare a
enregistré la plus faible teneur en ces composés (0,838 +0,023 Eq mg Phl/g de poudre).

L’ évaluation de I’ effet antibactérien montre que la plupart des souches bactériennes
testées sont sensibles aux extraits des algues Rhodomela conforveides et Padina pavonica. La
meilleure zone d'inhibition est obtenue par I’algue rouge Rodomela confervoides qui est

active al’ égard de toutes les souches testées avec un diameétre de 18mm vis-a-visd E. coli.

L’ évaluation quantitative de I’ activité antibactérienne par la détermination des CM1 et
des CMB montre que les souches testées sont résistantes aux extraits acétoniques de
Cystoseira humilis, Halopteris scoparia et Sargassum vulgare avec des CMI et des CMB
supérieures a 20mg/ml. P. aeruginosa est la plus sensible a I’ extrait de P. pavonica avec une

CMI < 10mg/ml et une CMB supérieure a 10mg/ml.

Les résultats de la présente éude donnent un apercu général sur le potentiel
antibactérien des extraits d’ algues marines étudiées. Nous avons utilisé des extraits bruts, ce
qui ne nous renseigne nullement sur les composés actifs responsables des activités
antibactériennes. Il serait donc nécessaire :
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D’ extraire les composés phénoliques par fractionnement ;

D’ éargir lagamme des microorganismes cibles;;

De procéder a une séparation de ces composes, par CCM, HPLC ou d autres
méthodes, afin de les testés séparément et identifier ceux parmi eux actifs;
D'étudier d'autres activités telles que les activités antifongique, antioxydante, anti-

inflammatoire. .. etc.
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Absorbance a 750nm

Annexe |: Courbe d’ étalonnage
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Figure 1. Courbe d’ étalonnage pour |e dosage des polyphénols totaux.




Annexe || : Diameétres des zones d'inhibition obtenues

Tableau |: Activité antibactérienne des extraits acétoniques de Rhodomela confervoides et
de Padina pavonica.

o . Diamétr e des zones d’inhibition (mm)
> 8 | Méhode [ B g ptilis L. innocua SARM E. coli A P
i) [ . . . . .
< _ baumannii aeruginosa
59 Disque | 15,50+00,70' | 00,00+00,00° | 14,50+00,70" 13,00;:00,0 15,50+00,7 | 00,00+00,00°
0 0
TO
£ €| Puits | 1550+00,70' | 00,00+00,00* | 12,00+00,00° | 00,00+00,0 | 00,00+00,0 | 00,00+00,00°
SO 0? 02
O «w
ég Spot | 15,00+00,00" | 10,50+00,70° | 17,50+00,70' | 18,00+00,0 | 15,50+00,7 | 10,00+01,41°
| O] OI
Disque | 12,50+00,70° | 00,00£00,00° | 15,50+02,12' | 00,00£00,0 | 00,00+00,0 | 13,50+00,70°
0? 0?
c 8
S = Puits | 00,00+00,00° | 00,00+00,00° | 12,50+01,41% | 00,00+00,0 | 00,00+00,0 | 00,00+00,00°
o] S Oa Oa
A ®©
S| Spot | 08,50+00,70° | 00,00+00,007 | 13,00+00,00" | 00,00+00,0 11,50502,1 12,00+01,41°
g 0? 2 e

* A noter que le témoin négatif (DMSO 5%) n’a montré aucune activité.

Chague valeur représente la moyenne + écart-type (n=3).
Les valeurs portants |es mémes | ettres ne présentent aucune différence significative (p>0,05).




Annexe ll1: Composition (pour un litre) des milieux de culture utilisés
(Guiraud, 1998)

Bouillon nutritif
Peptone 10g
Extrait de viande 5g
Chlorure de sodium 5g
pH 7,2

Gélose Chapman
Extrait deviande1lg
Peptone 10 g
Chlorure de sodium 5 g
Mannitol 10 g
Rouge de phénol 25 mg
Agar 15g
pH 7,4

Gélose Hektoen
Protéose peptone 12 g
Extrait delevure 3 g
Chlorure de sodium 5 g
Thiosulfate de sodium 5 g
Selshiliaires9 g
Citrate de fer ammoniaca 1,5
Sdlicine2 g
Lactose12 g
Saccharose 12 g
Fuchine acide 0,1 g
Bleu de bromothymol 65 mg
Agar 13 mg
pH 7,6

Gélose Mueller Hinton
Etrait deviande 2 g
Hydrolysat acide de caséine 17,5 g
Amidon 1,59
Agar 10 g
pH 7,4

Gélose PCA
Peptone 5 g
Extrait delevure2,5¢g
Glucose1lg
Agar 15¢
pH 7



Annexe lV: Matérid et produits utilisés

1. Appareillages

Autoclave

Bain-marie

Balance de précision
Broyeur (Kika Labortechnik)
Centrifugeuse SIGMA

Etuve MEMMERT
Réfrigérateur

Four Pasteur

pH métre
Spectrophotométre VIS-7220 G
Vortex.

2. Produits chimiques

Acétone (C3HgO), 99,78%, MM 58g/mol, d=0,819 (BIOCHEM).
Carbonate de sodium (Na,CO3)

Chlorure de sodium (NaCl)

Diméthylsulfoxyde (C2H60S), MM =78,13 g/mol, d=1,10(PROLABO).
Eau physiologique (99 de NaCl dans un litre d’ eau distillée)
Phloroglucinol

Folin-Ciocalteu
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Glossaire

Anti-inflammatoire: Substances chimiques ayant le pouvoir de réduire les réactions
inflammatoires de |'organisme.

Antipaludéens. Les agents utilisés dans le traitement du paludisme. Ils sont généralement
classés sur la base de leur action contre les plasmodies a différents stades de leur cycle de vie
dans I'hnumain.

Basedow: c'est une maladie auto-immune de la thyroide. La personne atteinte produit des
anticorps anormaux dirigés contre les cellules folliculaires de la thyroide, plutét que de
détruire ces cellules, comme | e ferait tout anticorps normal.

Cancer: Maladie qui a pour mécanisme une prolifération cellulaire anarchique, incontrol ée et
incessante.

Cytotoxique: Une substance ou une cellule spécialisée capable de détruire les cellules de
I’ organisme.

Fébrifuges. Un reméde qui ala propriété de combattre lafiévre.
Goitre: Grosseur au cou provenant d'une augmentation de la glande thyroide.
Goutte: Maladie due aun exceés d'acide urique et affectant les articulations.

Rhumatisme: Toute affection douloureuse, aigue ou le plu souvent chronique, qui géne le
bon fonctionnement de I’ appareil locomoteur.

Suc stomacal: c'est un liquide biologique produit par les glandes de la paroi de |'estomac
(glandes gastrigques).



Résumé

L’ objectif du présent travail est de mettre en évidence I'activité antibactérienne des
extraits acétoniques de cinq espéces d'agues marines. Cystoseira humilis, Halopteris
scoparia, Padina pavonica, Sargassum vulgare et Rhodomela confervoides de la cote de
Bgaa. Les deux algues Cystoseira humilis et Halopteris scoparia montrent les teneurs les
plus élevées en polyphénols totaux (4,628 + 0, 234 et 1,444 + 0,05 Eq mg Phl/g de poudre,
respectivement). Sargassum vulgare s est montrée la moins riche en polyphénols totaux
(0,838 + 0,023 Eq mg Phl/g de poudre). L’ activité antibactérienne des extraits acétoniques
montre que la plupart des souches bactériennes testées sont sensibles aux extraits des a gues
marines Rhodomela confervoides et Padina pavonica, mais elles sont résistantes aux extraits
de Cystoseira humilis, Halopteris scoparia e Sargassum wulgare. Une activité
antibactérienne importante est notée pour |’ algue marine rouge Rodomela confervoides qui est
active a I'égard de toutes les souches bactériennes testées avec le plus large diamétre
d’inhibition (18mm) vis-a-vis dE. coli et avec une CMI de 20mg/ml. L’extrait de Padina
pavonica montre une activité intermédiaire (13,5mm) vis-&vis de P. aeruginosa avec une
CMI <10mg/ml et une CMB supérieure a 10mg/ml.

Mots-clés: Activité antibactérienne, algues marines, composés phénoliques.
Abstract

The aim of this study is to highlight the antibacteria activity of acetone extracts of
five marine agae species: Cystoseira humilis, Halopteris scoparia, Pavonica padina,
Sargassum vulgare and Rhodomela confervoides of Begaias coast. The algae Cystoseira
humilis and Halopteris scoparia showed the highest contents of total polyphenols (4,628 + O,
234 and 1,444 + 0,05 mg Eq Phl/g of powder, respectively). Sargassum vulgare is the lowest
one (0,838 + 0,023 mg Eq Phl/g of powder). The antibacterial activity of acetone extracts
showed that the most of the bacteria strains tested are sensitive to the marine algae Padina
pavonica and Rhodomela confervoides, but they are resistant to Cystoseira humilis,
Sargassum vulgare and Halopteris scoparia extracts. The important antibacterial activity is
noted by the marine red alga Rodomela confervoides which is active against all the bacterial
strains tested with the largest diameter of inhibition (18mm) for E. coli and with aMIC equal
to 20mg/ml. The extract of Padina pavonica showed a moderate activity (13,5mm) against P.
aeruginosa with a MIC <10mg/ml and a MBC > 10mg/ml.

Key-words: Antibacterial activity, marine algae, phenolic compounds.



