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Abstract

Algae are increasingly becoming the focus of researchers for their composition of various
important bioactive molecules.

The aim of this present work is the comparative study of the antimicrobial activity and
the biochemical composition of the various extracts of the brown alga Cystoseira sp collected
on the Algerian coasts.

The extraction is carried out by the method of maceration in three different solvents:
water, ethanol and a mixture of these two (v-v). All three extracts are evaluated for their PPT
and flavonoid content. The antibacterial activity was determined by the agar diffusion method
on five bacterial strains: two Gram negative (Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853 and
Escherichia coli ATCC 25922) and three Gram positive (Enterococcus faecalis WDCM 0009,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Bacillus cereus ATCC 14579).

The best yield of the crude extracts was obtained by the aqueous extraction (9.2%),
followed by the extraction carried out with the water-ethanol mixture (7.6%), and finally, the
ethanolic extraction which gave the lowest yield (3.1%).

The results of the biochemical assays show that the best contents of PPT (57.66 + 1.15
mg egA.G / g DM) and Flavonoids (20.5 £ 0.5 mg eg.Q / g DM) are noted for the extract
obtained by the mixture of water-ethanol solvents. The lowest contents are obtained by
ethanolic extraction with 32.58 + 1.58 mg eqA.G / g DM for the PPT and 14.33 £ 0.28 mg eq
Q / g DM for the Flavonoids.

Regarding the results of the antibacterial activity, only the water-ethanol extract shows
an inhibitory activity against two of the three gram-positive bacterial strains (Staphylococcus
aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922) with zones of inhibition of a diameter
9.5+ 0.5 mm and 9 = 0.5 mm respectively. The other strains were not sensitive to the extracts.

Key words: Cystoseira sp., Aqueous extracts, ethanolic extracts, polyphenols, flavonoids,

antibacterial activity.



Résumeé

Les algues deviennent de plus en plus le centre d’intérét des chercheurs pour leur
composition en différentes molécules bioactives importantes.

Le but de ce présent travail est I’étude comparative de ’activité antimicrobienne et de la
composition biochimique des différents extraits de 1’algue brune Cystoseira sp collectée des
cotes Algériennes.

L’extraction est réalisée par la méthode de macération dans trois solvants différents : Eau,
éthanol et un mélange de ces deux (v-v). Les trois extraits sont évalués pour leurs teneurs en
PPT et en flavonoides. L’activité antibactérienne a été déterminée par la méthode de diffusion
sur gélose sur cing souches bactérienne : deux gram négatif (Pseudomonas aerogenosa ATCC
27853 et Escherichia coli ATCC 25922) et trois gram positif (Entérococcus faecalis WDCM
0009, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus cereus ATCC 14579).

Le meilleur rendement des extraits brute a été obtenu par 1’extraction aqueuse (9,2 %),
suivi par I’extraction effectuée avec le mélange eau-éthanol (7,6 %), et enfin, I’extraction
éthanolique qui a donné le plus faible rendement (3,1 %).

Les résultats des dosages biochimiques montrent que les meilleures teneurs en PPT (57,66
+ 1,15 mg egA.G/gM.S) et en Flavonoides (20,5 = 0,5 mg eq.Q/g MS) sont notées pour I’ extrait
obtenu par le mélange de solvants eau-éthanol. Les plus faibles teneurs sont obtenues par
I’extraction éthanolique avec 32,58 + 1,58 mg eqA.G/gM.S pour les PPT et 14,33 + 0,28 mg
eq Q/g MS pour les Flavonoides.

Concernant les résultats de 1’activité antibactérienne, seul 1’extrait eau-éthanol présente
une activité inhibitrice vis-a-vis de deux sur les trois souches bactériennes a gram positif
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922) avec des zones
d’inhibition d’un diamétre de 9,5 = 0,5 mm et 9 £ 0,5 mm respectivement. Les autres souches

n’étaient pas sensibles aux extraits.

Mots clés : Cystoseira sp., extraction aqueuse, extraction éthanolique, polyphénols,

flavonoides, activité antibactérienne.
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Introduction

Depuis des millénaires, les algues ont été massivement utilisées par les populations
littorales pour leur haute valeur nutritive. Aujourd’hui, les algues constituent un enjeu majeur
de développement économique et d’applications scientifiques et ce grace a plusieurs substances
trés bioactives retrouvées uniquement dans les algues. Parmi ces composés d’intérét on note
certains polysaccharides particuliers tels que les agars, les carraghénanes et les alginates. Ces
derniers ont des propriétés physicochimiques stabilisantes ou gélifiantes qui intéressent de
nombreux secteurs industriels. On note aussi les métabolites secondaires tels que les
polyphénols et les flavonoides qui sont d’un important intérét médical et pharmaceutique pour

les différentes bioactivités qu’ils possédent, notamment leur activité antimicrobienne.

De nos jours, I’augmentation de la résistance des microorganismes aux médicaments et
aux antibiotiques est une des contraintes majeures des industries pharmaceutiques, ceci revient
a la capacité génétique des bactéries d'acquérir et de transmettre cette résistance. Pour faire face
a ce probléme, d’importantes recherches scientifiques sont consacrés pour la recherche des
métabolites secondaires efficaces a partir de nouvelles matrices végétales.

Actuellement, on compte prés de 200 000 especes d’algues macro- et microscopiques,
mais environs 17% seulement sont étudiés (Ruiz, 2005). Les algues brunes du genre Cystoseira
sp, sont trés abondantes en mer méditerranéenne, 90% des especes de cette famille vivent en

zone mediterranéenne. (Pellegrini et al., 1994).

Dans ce travail, on a effectué une étude de 1’algue brune Cystoseira sp. collectée des cotes
Algérienne. Des extractions brutes sont réalisées avec des différents solvant (eau, éthanol et un
mélange des deux solvants), suivis d’une étude comparative des compositions en métabolites
secondaires (PPT et flavonoides) entre les extrait, et en fin, leur activité antibactérienne est

testée sur des souches bactériennes Gram négatif et Gram positif.
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Partie bibliographique géneralités sur les algues marines

1.1 Définition des algues :
Les algues sont des organismes photosynthétiques chlorophylliens dépourvues de racines,

de tiges, de feuilles et de tissus conducteurs mais qui ont par contre un appareil végétatif appelé
le « Thalle ». Elles appartiennent au groupe des cryptogames (Roland et al., 1999 ; Guillaume,
2010).

Ce thalle est relativement simple mais trés diversifié. Sa forme peut étre simple ou avec
des structures plus complexes et pouvant avoir de divers types de ramifications avec une texture
souvent gélifiée mais aussi cartilagineuse ou spongieuse. Certaines espéces ont un thalle tres
rigide (accumulation de carbonate de calcium) ou méme presque entierement calcifiés. 1l peut
avoir des tailles variées allant de 1’ordre microscopique pour les micro-algues
(myrionématacées) jusqu'a des dizaines de metres de longs pour certaines macro-algues
(Macrocystis sp 60m) (Fig 01) (Garon-Lardiere, 2004 ; Leclerc, 2010).

Avec ces différentes caractéristiques et diversifications, Il est difficile de déterminer le
vrai nombre d'espéces. Récemment, mais avec de grandes incertitudes, le nombre d'especes
recensées était de 30 000 (Leclerc et Floc’h, 2010).

Figure 01: Macro algue Macrocystis prolifera (Karaka Bay, Wellington, New Zealand Date:
09 October 2008 Image Reference: 9258, Erasmo Macaya Horta).

1.2 Habitat et écologie :
Les algues vivent majoritairement dans les mers et les océans mais elles se trouvent aussi

dans les continents ou elles colonisent les lacs, les riviéres, les étangs et les mares. Certaines
especes sont thermophiles et retrouvées dans les sources thermales a température élevée,
certaines, au contraire, sont retrouvees dans les eaux glacées des régions polaires (Ramade,
2009 ; Leclerc et Floc’h, 2010).



Partie bibliographique géneralités sur les algues marines

Dans les cotes rocheuses, les macro-algues sont fixées, par des crampons robustes, sur les
roches ou les galets jusqu'a une profondeur de 50 a 75m. Ces algues sont rares dans les
profondeurs au-dela de 30m en raison d’absence de la lumiére sauf dans le cas ou une partie du
cycle de vie de I’algue comporte une partiec non photosynthétique. Les macro-algues sont donc

limitées aux marges littorales n’excédant pas 100 m de profondeur (Person, 2010).

1.3 Classification des macro-algues :

La classification des algues marines est basée sur plusieurs critéres écologiques,
biochimiques ou physiologiques qui interviennent dans leur phylogénie comme la composition
polysaccharidique, la nature et la localisation des pigments chlorophylles et caroténoides, mode
de nutrition et méme habitat, les algues sont ainsi classées en une dizaine d’embranchements
(De Revier, 2003). Mais malgré leur extréme diversité, elles n’appartiennent pas toutes a une

méme voie d’évolution mais a des groupes phylogénétiques tres différents (Cabioc, 1992).

1.3.1 Classification selon la pigmentation :

La classification selon les pigments a été, dés le 19'™ siécle, un critére important dans la
classification des algues. Ce sont des molécules qui se retrouvent dans les plastes, dont le role
physiologique est de capter I’énergie lumineuse (Fig 02). Selon la nature des pigments
surnuméraires associés a la chlorophylle, les plastes sont parfois verts, rouges ou bruns

(respectivement Chlorophycées, Rhodophycées ou Phéophycées) (Ruiz, 2005).

rmnmssns oo eneeeeooo-----23 (Chilorophylles (b, 650 nm; a, 670 - 700 nm)
" Fucoxanthine (500 — 565 nm) b a

C C )

Chlorophylles (435 nm)

{:}( -

Y
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Figure 2:Capture et transmission de 1’énergie lumineuse par les pigments (par Ruiz, 2005)

1.3.1.1 Lesalgues rouges :
Elles sont sans flagelles et contiennent de ’amidon floridéen (Rhodamylon) comme
réserve energétique et utilisent la chlorophylle A (Fig 03) et des pigments surnuméraires qui

sont la phycoérythrine et la phycocyanine liée de fagon covalente a des chromophores ou
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bilines. (Fig 04). Selon Person, (2010) ; Guiry, (2013) et Colléen et al, (2014) environ 6 000

espéces d’algues rouges ont été décrites.

1.3.1.2 Les algues vertes :

Ce sont des algues dont les plastes sont colorés en vert par les chlorophylles A et B (Fig
03) parfois associées a des xanthophylles et des caroténoides (Fig 05). Le résultat de leur
photosynthése est I’amidon comme chez les plants supérieurs. Elles sont présentes
majoritairement dans les milieux marins et les eaux douces et contribuent fortement a
I’oxygénation des eaux. Environ 1200 espéces ont été décrites (Garon-Lardiere, 2004 ; Person,
2010 ; Laplace-Treyture, 2014)

1.3.1.3 Les algues brunes :

Nommées aussi phéophycées, elles sont de couleur jaune ou brune gréace a ’abondance
de la xanthophylle et de la fucoxantine qui dominent les chlorophylles A et D (Fig 03) et les
caroténoides (beta-caroténoides) qu’elles possedent (Fig 05). On compte 2000 espéces mais
c’est le groupe d’algues le plus abondant, elles sont retrouvees souvent dans les cotes rocheuses
a faible profondeur. Ces algues brunes sont riches en alginates, en phlorotannins, en fucanes
(polysaccharides sulfatés), et en plusieurs autres molécules exploitables (Mabeau and Kloareg
1987 ; Garon-Lardiere S. 2004 ; Person, 2010 ; Wijesinghe W.A.J.P. 2011 ; Bunker et al., 2017)

AN
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Chioroplyile A Chlorephylle B

Chilorophyile D

Figure 3: Structure des différentes chlorophylles (Par Ruiz, 2005).
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Figure 4: Structure des Phycobilines ( par Ruiz, 2005)
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Figure 5: Structure des caroténoides (par Ruiz, 2005)
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1.4  Reproduction des algues :
Il existe trois modalités de reproduction chez les algues, la reproduction asexuee par
division végétative, la reproduction sexuée par les cellules reproductrices de gametes ou une

combinaison de ces dernieres (Garon-Lardiere,2004).

1.41 Reproduction asexuée :
Peut se faire par division végétative ou par des cellules ou organes spécialisés qui germent

pour donner de nouveaux individus.
e Par divisions :

- Division cellulaire par scission (scissiparité) chez les procaryotes et par mitose chez les

eucaryotes, le résultat est des cellules filles identiques a la cellule mére.

- Simple fragmentation du thalle.

e Par cellules ou organes spécialises :

- Les akinétes retrouvés chez certaines Cyanobactéries et Chlorophycées (Oedogonium,

Cladophara).
- Les spores.
- Les bulbilles (Nitellopsis) (Laplace-Treyture et al, 2014).

1.4.2 Reproduction sexuee :

Elle n’existe que chez les algues eucaryotes, caractérisée par la fusion (gamie) de deux
cellules spécialisées haploides a n (gametes) male et femelle pour se féconder et donner un
zygote diploide a 2 n qui donne, aprés germination, un nouvel individu. Dans les conditions
défavorables ce zygote rentre en phase de vie ralentie : il accumule des ressources nécessaires

pour rester en vie et s’entoure d’une coque €paisse pour sa protection.
Il existe plusieurs types de reproduction sexuées qui différent selon plusieurs parametres :

- L’aplanogamie : Fusion de deux gametes immobiles et obtention d’une grosse
oospheére capable de capter une spermatie (gamete male inerte).

- Laplanogamie : ¢’est lorsque les deux gamétes sont mobiles.
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- L’oogamie : est lorsqu’une grosse oosphere immobile (gamete femelle) contenue dans
un oocyste se réunit avec un spermatozoide de taille relativement petite produit par un
spermatocyste (Vaucheria, Oedogonium)

- L’isogamie : Lorsque les gameétes sont de structure identique (Ulothrix zonata).

L’anisogamie : Lorsque les gametes sont de structure differente (Ulva).

La cystogamie des zygnématales caractérise la conjugaison des gametes dépourvues de
flagelles. Le gaméte male est donc véhiculé dans un siphon ou tube de conjugaison jusqu’au

gamete femelle (Spirogyra).

Certaines algues rouges se reproduisent par trychogamie ou 1’oosphére capte la spermatie
par un prolongement spécial appelé le trychogyne (Batrachospermum) (Laplace-Treyture,
2014).

1.5 Mode de nutrition des algues :

Les algues sont photosynthétiques, elles captent 1’énergie solaire et la transforment en
énergie chimique grace aux pigments chlorophylliens (chlorophylle a) située au niveau des
plastes chez les eucaryotes ou dans I’hyaloplasme chez les procaryotes. L’énergie chimique
obtenue est utilisée pour élaborer des composés organiques carbonés a partir des composés
minéraux retrouvés dans le milieu. Et de I’oxygéne est dégagé suite a cette opération (Laplace-
Treyture, 2014).

Ainsi, les algues sont généralement autotrophes mais il existe quelques especes
exceptionnelles. Certaines espéces sont incapables d’élaborer des facteurs de croissance ou des
vitamines qu’elles ont besoin, elles sont donc auxotrophes. D’autres especes sont hétérotrophes
en absence de lumiére, elles utilisent des molécules organiques simples qu’elles retrouvent dans

I’environnement comme les glucides, les acétates et les pyruvates (Davet, 1996).
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1.6 Facteurs de répartition des algues :

La répartition des algues marines dépend de plusieurs facteurs, réesumés dans la figure qui
suit (Fig 6) :

Facteurs Facteurs Facteurs
physiques dynamiques chimiques
e Lumiére « Vitesse du courant * PH
 Température « Agitation de I'eau « Oxygénation
» Nature du substrat e Salinité de I'eau
* Sels nutritifs

Figure 6: Facteurs de répartition des algues.

1.6.1 Facteurs physiques :
1.6.1.1 Lumiére:

Pour se développer, les algues exigent une quantité de lumiére suffisante aux besoins de
leurs assimilations chlorophylliennes. La quantité et la qualité de lumiére captées par les algues
sont influencées par 1’épaisseur de 1’eau qui agit comme un filtre pour les longueurs d’ondes
mais aussi par la photopériode et surtout par I’intensité de la lumiére (Luning et Neushul, 1978 ;
Coelho et al, 2001)

Les radiations du rayonnement solaire sont absorbées et transformées en chlorophylle
ainsi : les algues vertes possedent de la chlorophylle donc elles absorbent les radiations rouges
et jaunes en premier lieu, et ensuite les algues brunes et rouges possédant les caroténoides et
les phycobilines (pigments surnumeéraires) respectivement absorbent le bleu et le vert (Lobban
et Harrisson, 1994).

1.6.1.2 Température :
Les algues sont tres sensibles aux changements climatiques et aux variations de
température. C’est un facteur écologique qui permet de déterminer la succession des

peuplements ou 1’étude des pics de développement des especes (Laplace-Treyture, 2014).
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Ce paramétre favorise la germination ou la reprise de I’activité végétative en activant
plusieurs enzymes sensibles a la chaleur qui sont nécessaire pour la photosynthese, la

respiration et a la croissance des algues (De Franco, 2009).

1.6.1.3 Nature de substrat :
La nature physique du substrat est trés importante pour les algues qui S’y attachent par leurs

crampons (Naegele et Naegele, 1961).

La durée de vie des algues fixées est beaucoup plus élevée que celle des algues libres, les
algues favorisent alors les biotopes rocheux : les roches rugueuses tels que le granite, le gneiss
et le gres grossier sont plus favorables que les surfaces lisses qui se délitent facilement par la
mer comme le quartzite et le calcaire. Les fonds sablonneux ou vaseux sont aussi peu favorables
(Zellal, 2012).

Il existe des petites especes d’algues qui se fixent en épiphyte sur d’autres algues plus
grandes ou sur les zosteres en créant des phanérogames marines (Augier et Boudouresque,
1971).

1.6.2 Facteurs dynamiques :
1.6.2.1 Vitesse du courant :

La vitesse du courant agit mécaniquement sur la forme des filaments et la densité des
masses algales (thalle 1ache des Vaucheria). Certaines formes entrent en dérive sous 1’action du
courant (Spirogyra, Hydrodictyon), d’autres sont largement inféodées aux forts courants
(Lemania). Il existe des especes qui préferent les eaux a courant de faible vitesse, mais ces
courants favorisent le développement des végétations errantes ce qui restreint le développement

de ces algues comme les characées (Laplace-Treyture, 2014).

1.6.2.2 Agitation de I’eau :

Les agitations de 1’eau différent selon la conformation des cotes, on distingue trois
modes : mode battu, semi battu et calme, qui représentent respectivement les agitations sur les
caps rocheux exposés, au pieds des falaises et calmes au fond des baies abritées. Certaines
especes ont besoin d’une eau battu trés oxygénée par les courants et les vagues pour survivre,
tandis que d’autres, qui ont un thalle long ou fragile, sont facilement arrachées et déchiquetées

du support par les vagues fortes (Zellal, 2012).
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1.6.3 Facteurs chimiques :
1631 PH:

Le pH de I’eau de mer (environ 8,2) est principalement fixé par les carbonates (CO>-
HCOs -CO3?). Ce pH peut étre modifié par les changement des concentrations des carbonates
en COz due aux métabolismes des especes marines comme la respiration, la photosynthése et
les échanges air-océan ou en COs% due a la précipitation. Parfois, la pollution est aussi
responsable du changement du pH, et ce par les apports d’eaux continentales ou les rejets
industriels (Aminot et Chaussepied, 1983).

1.6.3.2 L’Oxygénation :

L’oxygene moléculaire dissous est un des parameétres et les plus importants gouverne les
processus biologiques des écosystemes aquatiques y compris les algues. La concentration en
oxygene (0O2) dissous dépend de plusieurs facteurs chimiques, physiques, et biologiques

(Aminot et Chaussepied, 1983). Ces Parametres sont :

- L’utilisation dans les réactions d’oxydation chimique.

- L’échange a I’interface air-océan.

- Ladiffusion et mélange au sein de la masse d’cau.

- L’utilisation dans les phénomenes de photo-oxydation.

- L’utilisation par les organismes aquatiques pour la respiration et pour la nitrification.

- La production in situ par la photosynthése.

La teneur de I’eau en oxygene est influencée par la salinité, la température mais aussi par
les processus purement biologiques comme la production d’oxygéne par les végetaux
autotrophes, ce qui explique des taux de concentration d’oxygene relativement élevés durant la
période printaniére coincidant avec le bloom phytoplanctonique. Cependant, les variations
saisonniéres des différents parametres meénent vers la diminution des phosphates et
I’augmentation de la concentration des eaux en oxygene. Ceci est due aux fonctions vitales de
la flore algale (Grimes et al., 2003).
1.6.3.3 Salinité de I’eau :

La salinité influence la pression osmotique du milieu cellulaire dans les océans, elle est
d’environ 33 a 38 g.L-1, et dans les estuaires ou arrivent les fleuves, 1’cau est diluée et saumatre

avec de fortes variations suivant 1’état de la marée, les périodes de crues ou d’étiages. De plus
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les pluies ou le fort ensoleillement du mediolittoral supérieur et du supralittoral font fortement
varier la teneur en sels (Augier et Boudouresque, 1971 ; Zellal, 2012 ; Laplace-Treyture, 2014).

Les algues d’eau douce ne peuvent pas supporter les stress hypersalins élevés et les
algues marines ne peuvent survivre dans les eaux douces. Certaines algues vertes comme
Enteromorpha intestinalis peuvent vivre en eau douce. D’autres algues brunes comme les
laminaires ne supportent par contre pas de grandes variations de salinité : elles sont
sténohalines. Les cellules sont alors protégées par des mucilages hydrophiles et des parois
robustes. Plusieurs algues régulent leur pression osmotique avec des osmolytes, tels que le
mannitol chez les algues brunes (Augier et Boudouresque, 1971 ; Zellal, 2012 ; Laplace-
Treyture, 2014).

1.6.3.4 Sels nutritifs :

Les algues se nourrissent de maticres minérales comme [’azote sous différentes
formes tels que I’ammonium, le nitrate et 1’azote gazeux ainsi que le phosphore sous forme de
phosphate. La présence excessive de ces éléments essentiellement liée aux activités humaines,
a I’agriculture et a I’industrie est néfaste pour certaines algues. Ces éléments polluants
enrichissent le milieu et provoquent la prolifération d’algues opportunistes (comme certaines
algues vertes comme la laitue de mer, ou les Ulva ou bien les algues unicellulaires

planctoniques) (Melquiot, 2003 ; Manneville et Grenoble, 2010).

L’azote « N » et le Phosphore « P » sont les macronutriments les plus utilisés par les algues. Ils
sont les nutriments essentiels pour la croissance et le développement des algues (Lévéque,
2008).

1.7 RoOle écologique :

Les végétaux aquatiques chlorophylliens jouent un réle trés important dans le
fonctionnement de la biosphere. Les cyanobactéries ont permis 1’émergence de la vie aérobie
en produisant de I’oxygene et ont contribué a élever le pH de 1’eau de mer en provoquant la
formation de carbonate de calcium (Guillaume, 2010). De plus, les algues, réparties dans tous
les océans (jusqu’a 150 m de profondeur), constituent une biomasse qui fournit plus de 70 %
de la production annuelle d’oxygéne, trés loin devant les plantes continentales (1 % pour la
forét équatoriale) (John, 1994 ; Pérez, 1997).

Les macroalgues permettent la réduction de la charge en sels nutritifs (nitrates,
phosphates...) en les consommant de fagon naturelle, ce qui présente un fort intérét
environnemental pour les zones cétiéres eutrophisées et les estuaires. La production de ces

macroalgues est alors vue comme un moyen de réduire I’impact de I’eutrophisation causée par

10
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les activités anthropiques (1’agriculture et 1’urbanisation) sur la qualité de I’environnement et
la biodiversité. Une action détoxifiante et dépolluante est rendue possible du fait de la capacité
des polysaccharides de paroi (alginates, ulvanes et carraghénanes) a fixer les métaux lourds en
se liant aux cations lourds (Person, 2010).

Enfin, les champs sous-marins constituent des habitats écologiques complexes qui
participent a 1’écosystéme local (lieux de ponte, zones d’ombrage) mais aussi a la protection

des cotes (Guillaume, 2010).

1.8 Production mondiale des algues :

Avec la grande biodiversité des algues et leur abondance dans le monde, I’homme
I’utilise dans plusieurs domaines diversifiés et la demande du marché pour les algues augmente
de plus en plus. La production mondiale de macro-algues s’éléve a prés de 25 millions de tonnes
en 2013 (Fig 7) : 96 % provient de la culture d’algues dans 1’ Asie de I’Est et du Sud-Est, et le
reste provient d’Amérique du Sud, d’Afrique, d’Europe puis d’Océanie (Lesueur et Comparini,
2015).

30
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Culture

Production [en Mt]
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Figure 7: Production mondiale des macro algues (par FAQ 2014)

La majeure utilisation des algues est dans le domaine alimentaire comme « légume » a
hauteur de 58% et 39% des productions sont utilisées comme texturants. Elles sont ensuite
utilisées dans d’autres domaines tels que la chimie et la microbiologie (pour les milieux de
culture), la cosmétique ou la pharmaceutique, le traitement des eaux ou encore I’agrofourniture

en tant que produits phytosanitaires, engrais ou aliments pour bétails. (Fig 8). De plus, le

11
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nombre de brevets et articles scientifiques sur les algues de maniére générale, dont la

valorisation en cosmétique, augmente chaque année (Lesueur et Comparini, 2015).

Répartition des domaines d'usages des algues

Texturants
39%

Légume
58%

Autres domains
3%

Figure 8: Répartition des domaines d'usages des macro-algues dans le monde.
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2.1  Les composés biochimiques des algues marines :

Les algues sont des sources naturelles de composés biochimiques. Une fois introduit dans
I'alimentation habituelle, ces composés exercent des effets physiologiques chez I'hnomme, et
pour cette raison ils sont également appelés composés bioactifs. Ces composés phytochimiques
fonctionnels peuvent étre divisés en deux groupes principaux : les métabolites primaires et les

métabolites secondaires.

Les métabolites primaires sont responsables du développement et de la croissance des
organismes. Les métabolites secondaire, d'autre part, sont un groupe de composés qui donnent
aux organismes la capacité de survivre en leur permettant d'interagir et de s'adapter a leur
environnement ; ainsi, les mémes especes végétales poussant dans différents endroits peuvent
avoir des différents composés a des concentrations variantes (Azmir et al., 2013 ; Jimenez-
Lopez et al., 2020).

2.2 Les métabolites primaires :

2.2.1 Les polysaccharides :
Les macroalgues sont riches en polysaccharides classique, mais aussi en polysaccharides
trés particuliers qui sont les phycocolloides. (Person 2010). lls sont situés principalement au

niveau de la paroi, et ont un réle dans la régulation ionique (Dantas-Santos et al, 2012).

Chez les algues, il existe une grande variété d’unités saccharidiques qui sont mono ou
polysaccharidiques (Tableau 1). Les monosaccharides sont généralement présents sous forme
de pyranose et adoptent la conformation de chaise, qui leur est plus favorable d’un point de vue

énergétique (Lahaye, 2001).

IIs sont constitués des résidus glycosidiques et peuvent étre liés de facon covalente a des
substituants organiques ou inorganiques, ils constituent une catégorie de polymeéres trés
hétérogene selon la taille des molécules ou la variabilité des résidus glycosidiques engagés. IL
existe deux classes de polysaccharides les homo- et les hétéropolysaccharides. Les
homopolysaccharides ne sont composés que de monosaccharides identiques. L’enchainement
des résidus et la présence de ramifications modifient leurs comportements en solution ainsi que

leurs propriétés physico-chimiques (Whistler et Bemiller ,1993).

Les hétéropolysaccharides sont constitués d’unités répétitives comportant au moins deux
résidus différents par unité, les unités pouvant étre ramifiées. Ces derniers peuvent contenir

divers substituants liés par des liaisons éther, ester, amide, sulfate ou acétalique. Ces

14
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groupements sont en grande partie responsables des propriétés physico-chimiques des
polymeres qui les portent (Guillaume, 2010)
Tableau 1:Les différents polysaccharides retrouvés chez les algues.

* Galactanes
« carraghénanes

AIgU esro UgeS + xylomannanes

* porphyranes

» Ulvanes

2.2.2 Les protéines :

La teneur en protéines des algues marines est variable du phylum a I’autre. Généralement,
la valorisation des algues est étroitement liée a leur composition minérale (fer, calcium,
magnésium) ainsi qu’aux propriétés fonctionnelles des polysaccharides qu’elles contiennent.
La fraction protéique la plus élevée est enregistrée chez les algues vertes et rouges (10-47% de
matiére seche), alors qu’elle est généralement petite chez les algues brunes ; elle varie de 5-
24% de la MS (Fleurence, 1999 ; Matanjun et al., 2009).

Parmi les protéines actives qui peuvent étre extraites des macroalgues, la lectine, qui, en
se liant aux carbohydrates, participe a de nombreux processus biologiques tels que les
communications intracellulaires. Elle possede également des activités antivirales,
antibactériennes ou anti-inflammatoires (Chojnacka et al., 2012).

Les biliprotéines ou phycobiliprotéines extraites des algues rouges sont utilisees comme
des marqueurs fluorescents. Il y’a trois types de phycobiliprotéines : la phycocyanine,
I'allophycocyanine et la phycoérythrine (Tierney et al., 2010). Les phycobiliprotéines ont
montré des propriétés anti-inflammatoires et antivirales et surtout des propriétés antioxydantes
qui sont bénéfiques pour la prévention et le traitement des maladies neurodégénératives, le
cancer et les ulceres gastriques (Holdt et Kraan, 2011).

2.2.3 Les lipides :
La teneur en lipides chez les algues est trés faible et varie de 1-5% (Person 2010). Les

phospholipides et les glycolipides sont les principales classes de lipides et les algues
15
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accumulent des AGPI ou acides gras polyinsaturés, lorsqu’il y a chute de la température

environnementale (Holdt et Kraan, 2011).

Les proportions lipidiques chez les algues different selon les especes. Les algues rouges,
par exemple, contiennent des taux elevés d’AGPI a 20 carbones. On trouve également de I’acide
arachidonique (C20 :4 6) et des AGPI a 18 carbones. L’acide eicosapentaénoique (C20 :5 ®3)
constitue 50% des acides gras polyinsaturés chez les algues rouges Porphyra sp. et Palmaria
palmata (Darcy-Vrillon, 1993).

Les algues brunes ont une distribution en acides gras comparable a celle des algues
rouges. Chez certaines algues brunes, les lipides algaux sont des sources de stérols particulieres
(Fucostérol) (Sanchez-Machado et al., 2004 ; Hamid et al., 2015).

Quant aux algues vertes, elles ont une teneur en acide oléique (C18 :1) et en acide o-
linolénique (C18 :3 w3) (acides gras indispensables, non synthétisés par ’homme) beaucoup

plus élevée que les végétaux (Bigogno et Khozin-Goldberg 2002 ; Chisti 2007).

2.2.4 Les minéraux :

Parmi les particularités importantes des macro-algues, leur richesse en oligo-éléments et
minéraux. Les algues puisent de la mer une richesse exceptionnelle en minéraux (jusqu’a 40%
de leur masse séche pour les algues brunes) (Person, 2010).

Les ¢léments contenus sont trés diversifiés : il y’a des macroéléments comme le sodium,
le calcium, le magnésium, le potassium, le chlore, le soufre, le phosphore ; des oligo-éléments
tels que I’iode, le fer, le zinc, le cuivre, le sélénium, le molybdene ainsi que d’autres oligo-
éléments comme le fluor, le brome, le manganése, le bore, le nickel, le cobalt. Il est important
de noter que la richesse des macro-algues en iode est exceptionnelle, en particulier les
laminaires (algues brunes) et les gracilaires (algues rouges) qui peuvent contenir de 1’iode
jusqu’a 10 000mg/kg (Person, 2010).

2.3 Les métabolites secondaires :

2.3.1 Les polyphénols :

Les polyphénols, ou composés phénoliques, sont des métabolites secondaires spécifiques
du régne végétal. Leurs fonctions ne sont pas strictement indispensables a la vie du végétal,
mais jouent un rble majeur dans les interactions de la plante avec son environnement,
contribuant ainsi a la survie de 1’organisme dans son ecosysteme. Il en existe
approximativement 10.000 composés naturels identifiés. L’élément structural fondamental qui

les caractérise est la présence d’un ou plusieurs noyaux phénoliques & 6 carbones auxquels un
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ou plusieurs groupes hydroxyles (OH) libres ou engagés dans une autre fonction : éther, ester
ou hétéroside leurs sont liés (Achat, 2013). La figure suivante représente la structure du noyau
phénol (Fig 9).

OH

Figure 9: Structure du noyau phénol.

2.3.1.1 Classification des polyphénols :
2.3.1.1.1 Les polyphénols simples :

Ce groupe est formé de phénols qui présentent des substituants hydroxyles en différentes
positions : ortho, meta et para (1,2-, 1,3- et 1,4-, respectivement). De plus, les composés
phénoliques simples montrent parfois trois groupes fonctionnels. Parmi ces polyphénols on
trouve le catéchol, I'hydroquinone et le phloroglucinol, ce dernier, se trouve exclusivement dans
les macroalgues (Jimenez-Lopez, 2020).

Une étude a montré que le catéchol a été détecte dans 27 algues Japonaises qui
correspondent a des algues vertes ou rouges. Il est également courant de trouver des phénols

avec des substituants brome appelés bromophénols (Jimenez-Lopez, 2020).

2.3.1.1.2 Les polyphénols C6-CN :
Ce groupe est formé de composes dont le squelette de base est C6-CN avec (N 1<N<3).

Au sein de ce groupe, trois subdivisions peuvent étre distinguee : C6-C1, C6-C2 et C6-C3.

e Lesacides phénoliques de type C6-C1 :

IIs correspondent aux dérivés de 1’acide hydroxybenzoique (Fig 10) qui se caractérisent
par la présence d'un groupe carboxyle lié au phénol (Vermerris et Nicholson, 2006). L'un des
plus abondants acides phénoliques appartenant a ce groupe est I'acide gallique. On le retrouve
dans certaines algues a des concentrations elevées, comme c'est le cas de I'algue brune

Halopteris scoparia, qui contient également 1’acide gentisique. D'autres acides simples ont
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également été trouvés dans les algues, comme l'acide 4-hydroxybenzoique dans algue brune
Undaria pinnatifida (Mekinic et al., 2019).

B2 K1

R3 COOH

R4

Figure 10: Structure de
I'acide hydroxybenzoique

e Les acides phénoliques de type C6-C2 :

Les composés appartenant au groupe C6-C2 sont appelés phényléthanoides et
comprennent les dérivés hydroxylé et/ou méthoxylés de I'acide phénylacétique, de
I'acétophénone et de l'alcool phénéthylique. Ils ne sont pas tres courants dans la nature
(Jimenez-Lopez, 2020).

e Les polyphénols de types C6-C3 :

Dans la catégorie des C6-C3, on trouve les phénylpropanoides, parmi lesquels on peut
citer les acides hydroxycinnamiques (Fig 11), les aldéhydes cinnamiques, les monolignols, les
phényl propénes, coumarines, isocoumarines et chromones (lIshii et al, 2004 ; Tsimogiannis et
Oréopoulou, 2019).

Les coumarines ont le méme squelette que les acides cinnamiques, mais ils ont un
hétérocycle d'oxygeéne dans le cadre de I'unité C3. Ils ont été trouvés dans des algues vertes
telles que Dasycladus vermicularis et elles peuvent également étre retrouvés sous forme de
métabolites sulfatés, comme dans le cas du 7- hydroxycoumarine-3,6-disulfate (Achat, 2013 ;

Jimenez-Lopez, 2020).

Figure 11: Structure de
I'acide hydroxycinnamique

2.3.1.1.3 Les composés phénoliques C6-CN-C6 :
Au sein de ce groupe, quatre subdivisions peuvent étre distinguées :

18



Partie bibliographique Les composes biochimiques des algues marines

- La catégorie des C6-C1-C6 qui repréesente les xanthonoides.

- La catégorie des C6-C2-C6 (stilbénoides, anthraquinones et anthrones).
- La catégorie des C6-C3-C6 (flavonoides).

- La catégorie des C6- C7-C6 (diarylheptanoides) (Jimenez-Lopez, 2020)

La catégorie C6-C3-C6 peut étre divisée en trois groupes selon 1’arrangement du
groupe C3 qui relie les deux cycles benzéniques. Ce sont des chalcones (chaine C3
linéaire), aurones (cyclisation des chalcones) et flavonoides (hétérocycle a six membres).
(Vermerris et Nicholson, 2006).

2.3.1.1.4 Les polyphénols complexes :
2.3.1.1.4.1 Lestanins:

Les tanins sont des substances naturelles polyphénoliques qui se lient au protéines, elles
sont hydrosolubles, avec une masse moléculaire allant de 500 a 3000 Da, et ont une saveur
astringente. Ils forment une famille vaste de molécules caractérisées par la présence d'un ou
plusieurs noyaux aromatiques associés a un ou plusieurs groupements phénoliques hydroxylés
(Bate-Smith, 1954 ; Haslam, 1989 ; Scalbert, 1991).

IIs sont généralement divisés en trois groupes en fonction de leurs structures : tanins

hydrolysables, tanins condensés a base de flavonoides et les phlorotannins.

a.  Tanins hydrolysables :

Ils sont constitués de molécules phénoliques simples. Ce sont des esters d’acide gallique,
de ses dimeéres (acide digallique, acide ellagique) et de monosaccharides (généralement le
glucose), ils sont définis comme étant des esters de glucose. Ils sont facilement hydrolysables
par les acides et les enzymes (tannase) en pyrogallol. Les tanins hydrolysables sont

majoritairement présents dans les parois et les espaces intracellulaires (Rira, 2019).

b.  Tanins condensés :

Les tanins condensés ne sont pas hydrolysables et ont un poids moléculaire plus élevé. lls
sont issus de la polymérisation d’oligoméres (2-10 monomeres), des dimeéres (unités flavan-3-
ols) et des polyméres (>10 monomeéres) qui sont hydroxylés en position 3. (Figl2). Cette
condensation confere aux tanins une structure voisine a celle des flavonoides. La diversité
structurelle des tanins condensés est due aux différentiations des positions, des unités, des
orientations et des types des liaisons inter-flavonoides. La catéchine, la gallocatéchine,
I’épicatéchine et 1’épigallocatéchine sont les unités flavan-3-ols les plus répandues (Naumann
etal.,, 2017 ; Rira, 2019).
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Figure 12: Structure d'un
tannin condensé

C. Les phlorotannins :

Le seul groupe de tannins retrouveé chez les algues brunes est le groupe des phlorotannins
ou il peut constituer jusqu’a 15% de leur poids sec (Targett et Arnold, 1998 ; Zitouni, 2015).
Ce sont des polymeéres de phloroglucinol (1,3,5- trihydroxybenzene) (Fig 13). Contenant une
sous-unité de phloroglucinol (Tierney et al., 2010 ; Oucif, 2018).

Ces molécules sont d'une haute activité antioxydante, Elles suscitent un grand intérét dans
la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires, neurodégénératives et
cardiovasculaires (Oucif, 2018).

OH

OH OH

Figure 13:Structure du phloroglucinol

2.3.1.1.4.2 Les anthocyanes :

IIs regroupent les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ce sont des flavonoides qui
portent une charge sur I’oxygene de I’hétorocycles C. Leur structure de base est caractérisée
par un la présence d’un noyau "flavon" généralement glucosylé en position C3. Ils se
différencient par leur degré de méthylation et d'hydroxylation, par le nombre, la nature et la
position des oses reliés a la molécule. L'aglycone ou anthocyanidine compose le groupement

chromophore du pigment (Muanda-Nsemi, 2010).

2.3.1.1.4.3 Lignanes :
Ce type de composes phénoliques est un dimere ou un oligomere qui se forme de 2 unités

C6-C3 (monolignols —alcool p-coumarylique, alcool coniférylique et alcool sinapylique) réunis
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par une liaison Carbone-Carbone ou lignanes (Fig 14). (Vermerris et Nicholson, 2006). Bien
que l'on pensait qu'il ne serait présent que dans les plantes terrestres, il a également été
découvert dans I'algue rouge intertidale calcifiée Calliarthron cheilosporioides Manza (Freile-
Pelegrin et Robledo, 2013).

=]

Figure 14: Structure d'une lignane.

2.3.1.1.4.4 Lignines:

Parmi les phénols polymeres, il convient de mentionner les lignines. Ces derniers sont
les polymeéres organiques les plus abondants dans la nature, dans lesquels leur structure est
composée de complexes monolignol (alcool coumaryl, coniféryle et sinapylique) et des unités
lignane (diméres de monolignols), non linéairement et aléatoirement liées, formant un
polymere avec un réseau tridimensionnel. Cependant, ils n'ont pas été étudiés de maniere
approfondie dans les organismes marins, tels que les algues (Tsimogiannis et Oreopoulou,
2019).

2.3.1.1.4.5 Les flavonoides :

Les composeés phénoliques les plus répandus sont les flavonoides. 1ls existent sous forme
de glycosides ou sous forme d’aglycones (génines). Plus de 6500 structures sont connues a ce
jour et ils peuvent étre regroupés en 12 classes selon le degré d’oxydation du noyau central
pyranique (Bruneton, 1993 ; Gert et Stephan, 2001).

Ce sont des pigments presque universels des vegétaux qui sont responsables de la
coloration. On les retrouve comme constituants des plastes particuliers (les chromoplastes) ou
dissous dans les vacuoles des cellules a I'état d’héterosides. On trouve différentes structures des
flavonoides tels que : les flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanonols, les flavanes,
les flavan - 3-oles, les aurones, les flavylium, les chalcones, les isoflavones.etc. (Muanda-
Nsemi,2010).
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La structure de base des flavonoides est le noyau flavane (Fig 15), qui est composée de
15 atomes de carbone disposés dans une configuration C6-C3-
C6, elle est représentée par deux cycles benzéniques (C6), °
étiquetés A et B, unis par une chaine linéaire a trois atomes de o
carbone (C3) sous forme d'un noyau hétérocyclique oxygéné
(Ajila et al., 2010 ; Wissam et al., 2012 ; Teh et al., 2014 ;

. Figure 15: Structure du noyau
Kumar et al., 2014 ; Rafiq et al., 2016).

flavane.

Les flavonoides sont classés en six familles qui regroupent les flavanol, les flavones, les
flavanes, les isoflavones, les anthocyanines et les flavanol. Deux types de structures si
distinguent pour chaque famille, celui des flavonoides au sens strict avec une structure qui porte
le noyau aromatique B en position 3 sur la chaine C3 et celui des isoflavonoides ou le noyau
aromatique B est en position 2 sur la chaine C3 (Muanda-Nsemi,2010).

Le tableau suivant représente les différentes classes des flavonoides. (Tableau 2)
Tableau 2: Les différentes classes des flavonoides.

Classes des flavonoides

Chalcones et dérives :
Les chalcones (1) des o o
flavanoides qui ne ~

comportent pas 0

chalcone

lls sont prénylés (1) Chalcone
8] OH
souvent sur le noyau A, @ @
quant au noyau B, il est ~ =~
OH 0

parfois peu ou pas

d’héterocycle C.

lsobavachroméne

substitué.
La prénylation peut (2) Chalcone avec un cycle pyrano
éventuellement étre

cyclique du type

Les flavonoides au sens strict

pyrano (2) ou furano

(3).

Il existe des chalcones

qui présentent une O- Castilléne E

(3) Chalcone avec un cycle furano
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prénylation linéaire (4)
(Muanda-Nsemi, 2010).

o

OH [u]
Cordoine

(4) Chalcone avec O-prénylation linéaire.

Flavones et
flavanones :

Les flavones (5) ont une
structure C6-C3-C6
avec un hétérocycle qui
porte un groupement
carbonyle et d’une
insaturation au C3. Les
flavanones (6) sont
similaire aux flavones
mais ils sont dépourvus
d’insaturation au niveau
de I’herocycle. Les
flavanonols (6) et les
flavonols (5)
correspondent
respectivement aux
dérivés hydroxylés des
flavanones et des
flavones. Plusieurs
autres composés sont
répertoriés dans ce
groupe.

La querceétine (7), la
rutine et I’hypéroside

sont presque purement

F= H, Navone
F= OH, flavonol

(5) Flavones et flavonols

R= H, flavanone
R=0H, flavanonol

(6) Flavanones et flavanonols
HE

OH

O o

F.= H Ouercétine

(7) Quercétine
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des flavones prénylées
(Muanda-Nsemi, 2010).

Aurones et dérivés :

Les aurones (8) sont des
molécules isomeres de
structure des flavones.
IIs ont une structure
proche mais aussi
différente des autres
flavonoides. Elles
dérivent de la chalcone.
Lorsque les aurones se
forment, la chalcone
s'enclose en formant un
cycle a 5 atomes, or
qu'elle forme un cycle
de 6 atomes pour les
autres flavonoides.

La figure (9) représente
quelques aurones
(Muanda-Nsemi, 2010).

aurone

(8) Aurones

.
DCH,

o OCH
R, =R, =H Castilléne A R, = R, = H Castilléne B
B+ Ry = -0OCH,0- Castilléne D R+ R;=-0CH,0- Castilléne C

(9) Quelques Aurones et dérives.

Les isoflavonoides

Les isoflavonoides :

IIs engendrent une
grande sous classe trés
diversifiée des
flavonoides. Ils dérivent
d'une structure 1,2-
diphénylpropane. Ils
peuvent étre classifiés
en douze catégories
structurales :
isoflavanones,

coumaronochromones

OCH;

Isoflavanone Isoflavane

QCH,

CRa g0

Coumaronechromaone

3- A]}' lcoumarine Coumestane

(10) Différentes classes des isoflavonoides
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isoflavanes, roténoides,
ptérocarpanes,
roténoides, 3-
arylcoumarines,
isoflavones, (10).

Ces catégories se
distinguent entre elles,
par I’existence ou non,
d’hétérocycles
supplémentaires et le

degré d’oxydation

(Muanda-Nsemi, 2010).
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3 Activités biologiques des algues :

Les composés phénoliques ont des différentes propriétés d'intérét pour diverses
applications. Ces molécules sont d’un large éventail d'avantages pour la santé. Etant donné leur
effets antioxydants, antimicrobiens, anti-inflammatoires et cytotoxiques, elles sont parmi les
biomolécules les plus étudiées. En outre, plusieurs autres activités biologiques leurs ont été
associees, telles que I’activité neuroprotectrices, immun-modulatrice, cardioprotectrice ou
diurétique. De plus, les composés phénoliques sont utilisés dans les produits cosmétiques, les
médicaments et aussi dans I’industrie alimentaire pour améliorer la qualité des aliments et

préserver les avantages nutritionnels des aliments (Kumar et Goel, 2019 ; Gager, 2019).

3.1 Activités antioxydantes :

Les composes phénoliques ont été reconnus comme de puissants antioxydants, prévenant
les dommages oxydatifs des acides nucléiques, des protéines et d’autres biomolécules. Leur
mécanisme d’action est principalement le piégeage des radicaux libres et 1’activation du
systeme antioxydant endogéne. Ce potentiel antioxydant des composés phénoliques est
fortement liée a sa structure (Kumar et Goel, 2019 ; Gager, 2019).

Le groupe hydroxyle (OH) est donneurs d’hydrogenes et d’électrons, de sorte que son
nombre et sa position influencent directement la capacité antioxydant des composes
phénoliques. La présence de substituants sur le cycle aromatique affecte la stabilisation de la
molécule et, par conséquent, 1’activité de piégeage des radicaux (Kumar et Goel, 2019 ; Vuolo
etal., 2019).

De nombreuses études ont démontré les propriétés antioxydantes des extraits d’algues
riches en composés phénoliques. Les algues vertes et rouges contiennent des concentrations
plus faibles en composés phénoliques que les algues brunes. De nombreuses études ont
démontreé les effets antioxydants des phlorotannins dans diverses lignées cellulaires (Jimenez-
Lopez et al, 2020).

3.2 Activités cytotoxiques :

Au cours des dernieres décennies, les composés phénoliques présents dans différentes
especes d’algues marines ont été étudiés pour ce qu’ils possédent comme capacités
antitumorales et cytotoxiques. La puissante activité antioxydante des polyphénols les a mis en
évidence comme étant des agents anticancéreux potentiels trés prometteurs. Les phlorotannins
sont les principales molécules phénoliques présentes et isolées a partir des algues,
specifiquement d’algues brunes. La structure moléculaire des phlorotannins contient de
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nombreux groupes hydroxyles qui ont été décrits comme responsables de leur pouvoir
antioxydant. Ainsi, ce groupe de phénols a été étudié pour prévenir les processus cancerogenes
(Gager, 2019).

3.3 Activités antiallergiques et anti-inflammatoires :

Les réactions allergiques et d’hypersensibilité sont un important défi sanitaire dans le
monde (Singh et al, 2011 ; Pawankar, 2014). Les mécanismes moléculaires et cellulaires
responsables de ces allergies sont complexes et éprouvent fréguemment une diminution de la
qualité de vie due a des troubles coexistant, y compris le diabéte, 1’obésité et les maladies
cardiovasculaires (Pawankar 2014). En particulier, I’asthme est une maladie inflammatoire
complexe des voies respiratoires qui touche environ 300 millions de personnes dans le monde
entier (Gager, 2019).

La recherche de molécules avec des anti allergenes et anti-inflammatoire constitue un
enjeu majeur. Actuellement, les algues contenant des polyphénols sont utilisées pour leur
activités anti-allergénique (Maeda-Yamamoto et Tachibana 2012). Le mécanisme proposé de
I’action de ces polyphénols est notamment la suppression de la phosphorylation de la protéine
cellulaire tyrosine-kinase, et la suppression de phosphorylation de la chaine légére de la
myosine (Maeda- Yamamoto et Tachibana, 2012). Récemment, un extrait éthanolique de la
macroalgue brune Scytosiphon sp. a montré une grande activité anti-allergénique qui est
similaire a celle d’épigallocatéchine (Chen et al, 2015).

Plusieurs études, principalement sur les algues brunes, ont rapporté un effet anti-
allergénique des phlorotannins sous forme d’extraits bruts ou purifiés, qui semblent étre des

molécules prometteuses contre les allergies et I’inflammation (Jimenez-Lopez et al, 2020).

Les extraits méthanoliques bruts des algues brunes suivantes : Ecklonia creux, Eisenia
arborea, Sargassum ringgoldianum, Ishige foliacea, I. okamurae, S. thunbergii et S.
micracanthum ont montré des activités antiallergéniques en inhibant la dégranulation des
mastocytes qui contient de I’histamine (Sugiura et al. 2006). Les activités antiallergéniques
d’Ecklonia . cava extraits ont été confirmés par (Shim et al. 2009) dans une étude de la
régulation des récepteurs IgE. En outre, (Sugiura et al. (2006) ont démontré qu’un extrait
chloroforme méthanolique d’Eisenia arborea diminue la quantité d’eicosanoides, de
leucotrienes et de la prostaglandine. Ils ont également signalé qu’un extrait de Ecklonia
stolonifera a inhibé la libération de B-hexosaminidase qui est un enzyme impliquées dans la

réponse inflammatoire.
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3.4 Activités antimicrobiennes :
Des études ont montré que les composés phénoliques retrouvés dans les algues possedent
la capacité d’inhiber la croissance de différents microorganismes pathogenes. Des extraits
obtenus a partir de certaines espéces d’algues ont été testés contre des bactéries pathogenes et

ont montré une activité antibactérienne remarquable (Jimenez-Lopez et al, 2020).

L’analyse de la capacité antimicrobienne de trois espéces d’algues contenant des teneurs
en flavonoides d’une fourchette de 0,12 a 0,46 mg/g ont montré des effets inhibiteurs vis-a-vis

Vibrio fluvialis (Jimenez-Lopez et al, 2020).

D’autres molécules importantes, présentes dans les algues marines, qui sont les
phlorotannins présentent aussi une importante activité antimicrobienne. De nombreux extraits
riches en ces substances ont été étudiés. A titre d’exemple, les extraites de phlorotannins
d’Ecklonia kurome (algue brune) ont montré des effets bactéricides contre un large éventail de

microorganismes pathogeénes (Jimenez-Lopez et al, 2020).

3.5 Activités antifongiques :
Les composés phénoliques des algues ont également été démontrés pour posséder des
propriétés antifongiques. Certaines études réalisées avec 1’algue marine Eklonia. cava ont
obtenu une activité antifongique puissante contre le champignon filamenteux Trichophyton

rubrum induite par deux mécanismes d’action différents (Choi et al., 2010).

3.6 Activités antiprolifératives et anticancéreuses :

Les défis a relever pour guérir de nombreuses maladies, comme les cancers, ainsi que
la cytotoxicité et les effets secondaires désagréables de nombreux médicaments
chimiothérapeutiques a stimulé 1’investissement dans la recherche de nouveaux
médicaments a partir des algues marines. Une grande variété d’extraits d’algues marines,
en particulier ceux enrichi en composés phénoliques, ont présentés des activités

cytotoxiques contre une variéte de cellules tumorales in vitro (Rocha et al. 2018).

Les composés phénoliques ont été signalés comme étant potentiellement prometteurs
dans le traitement du lymphome et de la leucémie. Des travaux ont démontré des activités
cytotoxiques des extraits bruts de plusieurs algues notamment Cystoseira tamariscifolia
contre la lignée cellulaire de Daudi (lymphome de Burkitt), ainsi que contre les cellules
Jurkat et K562 (leucémie humaine). Un extrait d’acétate d’éthyle de Sargassum fusiforme

induit une apoptose dans les cellules U937 de leucémie humaine (Zubia et al., 2009).
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Un extrait enrichi en phlorotannines de Saccharina japonica a montré une activité
anti-proliférative dans une lignée de cellules leucémiques murines (P388) (Zubia et al.
2009). De plus, un mérosquiterpéne isolé de Dictyopteris sp., a montré des activités anti-

prolifératives contre les cellules leucémiques P388 (Leslie, 2019).

De nombreuses études ont également montré que les composés phénoliques pourraient
étre antiprolifératifs contre le cancer colorectal, par exemple les extraits au chloroforme, a
I’acétate d’éthyle et les fractions méthanoliques de Cystoseira compressa ont montrés des
activités antiprolifératives contre la lignée cellulaire de carcinome du cdlon HCT15 et contre la

cellule d’adénocarcinome pulmonaire A549 (Mhadhebi et al. 2012).
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4.1 Matériel biologique :

4.1.1 Présentation de I’espéce étudiée :
Le genre Cystoseira a été défini par Agardh dans son ouvrage intitulé Species algarum
en 1820. Le nom provient d’un caractére morphologique et signifie la présence de flotteurs

(cysto-) disposeés en chaines (-seira) sur le thalle de ces algues (Jégou, 2011).

La place actuelle du genre Cystoseira dans la hiérarchie du vivant est représentée dans la figure

suivante (Fig 16) :

Cystoseira

Sargassaceae

Fucales

Heterokontophyta
Heterokonta
Chromobiota

Chromista

Eukaryota

Figure 16: Hiérarchie du genre Cytoseira dans 1’arbre du vivant.( Empire : Eukaryota, Régne :
Chromista, Sous-régne : Chromobiota, Infra-régne : Heterokonta, Embranchement :
Heterokontophyta, Ordre : Fucales, Famille : Sargassaceae)

e Morphologie :

De fagon générale, le thalle d’une cystoseire se présente sous forme d’un systeme d’axes
d’ordres multiples (Fig 17) a croissance non limitée, pouvant porter des appendices a croissance
limitée, assimilables a des pleuridies. Les axes primaires prennent naissance sur un disque basal
conique, qui est le point d’implantation du thalle a son substrat. La présence d’aérocystes ou de
flotteurs en position interne dans les axes est typique du genre mais certaines especes

exceptionnelles ne les possedent pas (Jégou, 2011)
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I cm

Figure 17: Organisation d’un thalle de cystoseire : exemple de 1’espéce tophuleuse Cystoseire
nodicaulis. (2) : Disque basal réduit ; (b) : tophule ; (c) : axe primaire épais ; (d) : axe

secondaire ; (e) : axe tertiaire (iridescent)

4.1.2 Souches microbiennes utilisées :

Les souches bactériennes utilisées dans ce travail sont des souches alimentaires
majoritairement référencées de I’ American type culture collection (ATCC) (Annexe 2) fournies
par Monsieur TITOUCHE, Y. (Laboratoire d’analyses microbiologiques, Université

MOULOUD MAMMERI Tizi-ouzou). Ce tableau représente les souches utilisées. (Tableau 1)

Tableau 3:Tableau représentant les souches bactériennes utilisées

Gram positif Gram negatif
 Entérococcus » Pseudomonas
faecalis WDCM aerogenosa ATCC
0009 27853
« Staphylococcus « Escherichia coli
aureus ATCC ATCC 25922
25923
« Bacillus cereus
ATCC 14579
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4.2 Milieux de culture et réactifs :

4.2.1 Milieux de culture :

Matériel et méthodes

Tableau 4: Les milieux de culture utilisés.

Milieux de culture

BHIB (Brain Heart Infusion Broth)

MH (Mueller Hinton)

BHI (Brain Heart Infusion)

4.2.2 Réactifs:

Tableau 5: Liste des réactifs utilisés.

Réactifs

Acide gallique
Carbonates de Sodium

Chlorure d’aluminium

Chlorure de Sodium

Folin- Cioecalteu
Hydroxyde de Sodium
Quercétine

4.2.3 Appareilles :

Tableau 6: Liste des appareils utilisés.

Appareilles

Source

Agitateur a barreau magnétique non
Chauffant

Autoclave

Bain marie

Balance de précision

Etuve 37°

Refrigérateur

Spectrophotometre

Vortex

GERHARDT (Allemagne)

WEBECO (Allemagne)
MEMMERT (Allemagne)
SARTORIUS BP121S (Allemagne)
MEMMERT a 37°C (Allemagne)
ENIEM (Algeérie)

Vis-7220G Biotech Engineering.
Management

CO.LTD (UK)

HEIDOLPH (Allemagne)
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4.2.4 Solvants :

Tableau 7: Liste des solvants utilisés.

Solvants

Dimethylsulfoxyde (DMSQO)
Eau distillée

Ethanol

Méthanol

4.3 Meéthodologie :

4.3.1 Pré-traitement de I’échantillon :

Les algues sont rincées a I’eau de robinet, afin d’éliminer les impuretés, égouttés puis
séchés a température ambiante a 1’abri de la lumiére, les algues séches sont moulues finement
avec un moulin électrique jusqu'a I’obtention d’une poudre trés fine. La poudre est conservée

dans des flacons ombrés en verre dans endroit sec.

4.3.2 Préparation des extraits par macération :
La méthode d'extraction doit préserver les composés chimiques d’intérét et éviter leurs

modifications, pour cela, I'éthanol et I’eau sont généralement les solvants d’extraction les plus

utilisés (Turkmen et al., 2007).

1- Principe :
C’est une extraction solide-liquide dont le principe consiste a ce que le solvant doit franchir
la barriére de I’interface solide-liquide pour pouvoir dissoudre le principe actif a I’intérieur du
solide et l'entrainer a l'extérieur. L entrée du solvant se fait grace au changement de la pression

osmotique et la sortie du soluté par dialyse ou par diffusion (Ribereau, 1968).

2- Mode opératoire :

10g de la poudre d’algue Cystoseira sp sechée sont mis a macérer dans 100ml de différents
solvant (Extrait 1 : eau distillée, extrait 2 : éthanol absolu, extrait 3 : mélange eau/éthanol a
50%), I’ensemble est mis & macérer pendant 24 heures & I’obscurité. Le filtrat est ensuite
centrifugé pendant 15 minutes a 3000 rpm puis filtré avec du papier filtre, ensuite, I’extrait est

séché a I’air libre. L’extrait est récupéré et conservé a 4°C dans des tubes ombrés. (Fig 18).
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Figure 18: Schéma représentant les étapes de I'extraction.

Le rendement :

Le rendement d’extraction désigne la quantité de 1’extrait obtenue apres évaporation du solvant,

il est calculé selon la formule suivante (Falleh et al.,2008) :

Ou: R est le rendement en %.
M.ext est la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en mg.

M.éch est la masse séche de I’échantillon végétal en g.

4.3.3 Dosage des polyphénols totaux :
Les dosages ont été fait en suivant la méthode de Folin-Ciocalteu donnée par (Boizot et

Charpentier, 2006) avec quelques modifications.
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1. Principe :

Le réactif de Folin-Cioecalteu est composé d’un mélange d’acide phosphomolybdique et
d’acide phosphotunguistique. Lors de I’oxydation des polyphénols, il est réduit en un mélange
de molybdéne et d’oxydes bleus de tungsténe (Singleton et Rossi, 1965 ; Singleton et al., 1999
; Boizot et Charpentier, 2006).

La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols contenue dans

I’extrait végétal (Stankovic, 2011 ; Bonnaillie et al., 2012).
2. Mode opératoire :

A partir de chaque extrait, 100 pl sont prélevés et mélangés avec 500 pl du réactif Folin
Ciocalteu dilué a 1/10, 4 minutes apres, 400 ul de carbonates de sodium Na,CO3z a une
concentration de 7,5 % sont ajoutés. Ensuite, Le mélange est agité a I’aide d’un Vortex et incubé

a température ambiante & 1’obscurité pendant vingt minutes. (Fig 19)

L’absorbance est mesurée a 765 nm par un spectrophotomeétre UV. En paralléle, une courbe

d’étalonnage est réalisé avec de 1’acide gallique.

1001 de I’extrait/A. + 500ul du Folin
gallique dilués. Cioecalteu

Incubation 4 minutes a
I’abri de la lumiére

400ul de Carbonates de
Sodium

Incubation 20 min a
I’abri de la lumiére

( Lecture a 765 nm J

Figure 19: Schéma du protocole du dosage des Polyphénols

La concentration des polyphénols totaux dans 1’extrait est calculée a partir de I’équation de

régression de la courbe d’étalonnage établie avec 1’acide gallique. Elle est exprimée en mg
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équivalent d’acide gallique/ g de matiere seche de matiere seche (mg EAG/g MS) selon

1’équation suivante :

T=(CV)/M.S

Ou : T = Teneur en composés phénoliques (mg EAG / g de matiere seche) ;

C = Concentration de I’extrait équivalente a 1’acide gallique, obtenue a partir de la courbe

d'étalonnage (mg/ml) ;
V = Volume de I’extrait aqueux ou organique (ml)
M.S= Poids de la matiére végétale séche (g).

La figure ci-dessous montre la série des délutions faites pour réaliser le dosage des
polyphénols totaux. (Fig 20).

Figure 20: Gamme d’étalonnage de 1’acide gallique..

4.3.4 Dosage de Flavonoides :
3. Principe :

Les flavonoides ont un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, qui donne un
complexe coloré avec le groupement CO des chlorures d’aluminium. lls forment des complexes
de couleur jaune par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci est expliqué par le fait que

I’aluminium perd deux électrons pour se lier & deux atomes d'oxygéne de la molécule
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phénolique en agissant comme donneur d’électrons (Ribereau Gayon et al., 1972 ;
Boulekbache, 2005).
4. Mode opératoire :

Iml d’extrait ou de standard est mélangé avec 1ml de Chlorure d’aluminium (AICl3) &
2%. Le mélange est incubé a I’abri de la lumiére pendant 10 minutes. La lecture est réalisée a

une longueur d’onde de 430nm. (Fig 21).

Iml d’extrait/ Quercétine dilués = Iml de Chlorure d’aluminium J

Incuber 10 minutes a
I’abri de la lumiére

‘ Lecture a 430 nm

Figure 21: Schéma représentant le protocole du dosage des Flavonoides.

En parall¢le, une courbe d’étalonnage est réalisé avec de la Quercétine a Img/ml diluée
dans de I’éthanol a 50%. La teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent de

quercétine /g de matiere séche (mg EQ/g M.S).

La figure ci-dessous montre la série de dilutions faites pour réaliser le dosage des

flavonoides. (Fig 22).

f.,.a A hi nm |
"!, Lt

Figure 22: Gamme d’étalonnage de la quercétine.
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4.3.5 Etude de I’activité antibactérienne :

La méthode utilisée pour évaluer I’activité antibactérienne des extraits d’algues est celle
de la diffusion sur gélose en utilisant des disques stériles en papier Wattman décrite par
(Ouelhadj et al., 2014).

5. Principe :

Le principe de la méthode est basé sur la diffusion des composes antibactériens sur le
tapis bactérien. S’il y’a des composés a activité antibactérienne, on observera une zone
d’inhibition autour du disque. Le diametre de la zone d’inhibition est proportionnel a I’activité
antimicrobienne de 1’échantillon.

6. Mode opératoire :
1- Revivification des souches :

Les souches ont été conservées a -20°C, une revivification est donc nécessaire afin
d’effectuer les tests sur des souches jeunes de moins de 24h. Pour cela, les souches sont
repiquées aseptiquement dans le bouillon BHIB (Brain heart infusion broth) et incubées dans
une étuve a 37° pendant 18 a 24 heures.

2- Repiquage des souches :

Apres revivification, les souches bactériennes sont ensuite repiquées sur le milieu BHI

gélosé par la technique des trois quadrants et incubés a 37° pendant 24heures.
3- Préparation des extraits :

Des solutions meres sont préparées a partir de chaque extrait (aqueux, éthanolique et

I’extrait eau-éthanol) a une concentration de 100mg/ml chacun. (Fig 23), dans du DMSO

(dimethylsulfoxyde) dilué a 10%.
4- Préparation des inoculums :

Les inoculums sont standardisés afin d’avoir un tapis bactérien d’une opacité égale et
correcte. A partir des souches jeunes, on racle quelques colonies bactériennes isolées a 1’aide
d’une pipette pasteur et on les dépose dans un tube a vis qui contient préalablement 10 ml de
I’eau physiologique stérile. A 1’aide d’un Vortex, I’inoculum est bien homogénéisé. Sa densité

optique doit étre comprise entre 0,08> D.O >0,1.

La lecture est faite avec le spectrophotométre a une longueur d’ondes de 625nm.
L’inoculum peut étre ajusté, soit par 1’ajout de la culture s’il est faiblement chargé, ou bien par

I’ajout de 1’eau physiologique stérile s’il est trop chargé.
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5- Réalisation du tapis bactérien :

L’antibiogramme consiste a réaliser un tapis bactérien et y déposer les disques imbibés

de I’extrait a tester. Le tapis est réalisé par la technique de I’écouvillonnage.

Un écouvillon stérile est imprégné dans I’inoculum standardisé, serré aux parois du tube
pour éliminer le maximum de liquide et ne garder que les cellules bactériennes et est étalé sur
une boite de gélose MH. (Annexe 1). L’étalement doit étre fait par des trais tres serrés 3 fois en

tournant la boite de 30° a chaque fois. (Fig 23).
6- Dépot des disques :

Les disques stériles sont préalablement imbibés avec 20ul d’extrait et laissés s’imbiber
pendant 2 minutes. Puis ils sont déposés a 1’aide d’une pince sur la gélose. (Fig 23). Les boites
sont ensuite laissees 4 heures a 4°C pour une meilleure diffusion de 1’extrait sur la gélose puis
incubées a 37°C pendant 18h.

Un disque d’antibiotique, la céfazoline a 30ug, est ajouté comme témoin positif. Le

témoin négatif représente le solvant.
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]__
préparer
les
extraits.

2-imbiber les
disques.

~ 4- déposer
~ les disques
~sur gélose.

3- étalemement de la
souche.

Figure 23: Etapes de réalisation de I'antibiogramme
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Résultats et discussion :

5.1 Rendement de ’extraction des polyphénols :

Le rendement d’extraction dépend de plusieurs paramétres tel que le solvant, la

température, le pH, le temps d’extraction et la composition de 1’échantillon (DO et al., 2014).

Pour la méme espece d’algue brune, trois extractions sont effectuées dans les mémes

conditions avec des solvants différents. (n =1)
Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 8) :

Tableau 8: Caractéristiques et rendement des extraits.

Solvant 1: Solvant 2 : Solvant 3 :

Eau Eau + Ethanol | Ethanol
Rendement (%) 9,1 7,6 3,1
Aspect Poudreux Poudreux Pateux
Couleur Vert-marron Vert-marron Vert foncé

Comme il est indiqué dans le tableau ci-dessus, le rendement des extractions differe selon
le type du solvant. L’extraction a 1’eau distillée a permis d’extraire 9,1 % de matiére, ce qui
représente une quantité beaucoup plus grande que I’extraction a 1’éthanol qui a donné un résultat
plus faible (3,1 %). Tandis que 1’extraction avec le mélange des solvants eau-éthanol (V-V), a

donné un rendement relativement moyens (7,6 %).

5.2 Les dosages biochimiques :

5.2.1 Lateneur en composés phénoliques :
La teneur en composes phénoliques dans les trois extraits est estimée en utilisant la courbe
d’étalonnage (Fig 24) réalisée avec ’acide gallique comme standard, et elle est exprimée en

mg équivalent d’acide gallique par g de matiére séche (mg eq.AG/g M.S).
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Courbe d'étalonnage des polyphénols
1,2
1 y =9,4835x
R? =0,9896
0,8
0,6

0,4

0,2

absorbance a 765 nm

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
-0,2
concentration de I'Acide gallique (pg/ml)

Figure 24: Courbe d'étalonnage des PPT.

Les résultats obtenu pour les dosages des PPT des différents extraits sont représentés dans le
tableau (Tableau 9) :

Tableau 9: Teneurs des extraits en PPT.

Extrait 1 : Extrait 2 : Extrait 3 :

Eau Eau + Ethanol Ethanol
Teneur en polyphénols | 44,63 + 2,42 57,66 = 1,15 32,58 + 1,58
en mg eq A.G/g M.S

La plus forte teneur en PPT est obtenue par I’extraction avec le mélange de solvant
d’eau et d’éthanol qui est de 57,66 + 1,15 mg egA.G/g M.S, alors que I’extraction aqueuse a
donné des valeurs relativement moyennes (44,63 + 2,42 mg eqA.G/g M.S).

Cependant, I’extraction éthanolique a montré la plus faible teneur estimée & 32,58 + 1,58
mg eqA.G/g M.S.

On remarque que la teneur en PPT obtenue par I’extraction avec un solvant organique
(éthanolique) est 1égérement inférieure aux résultats obtenus par Kosanic et al qui ont obtenu,
a partir d’une extraction a I’acetone, 39.96 + 1,002 mg egAG/g MS pour Cystoseira compressa

de la mer adriatique (Kosanic et al., 2015).
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D’autre part, Kosanic et al ont obtenu des teneurs de 61,74 + 1,013 et de 81,28 + 1,065
mg eqAG/g MS pour C. barbata et C. amenatacea respectivement, qui sont des valeurs tres
élevées par rapport a nos résultats.

Nos résultats sont aussi légerement supérieurs a ceux obtenus par I’équipe de Yegdaneh

et al., (2015) qui ont obtenus 36 mg eqA.G/g MS de PPT pour C. merica des cotes iraniennes.

Cependant, d’autres espeéces provenant d’autres zones géographiques dont I’extraction
effectuée avec d’autres solvants, les résultats sont remarquablement inférieurs aux teneurs en
PPT obtenus dans notre étude. En effet, une extraction méthanolique des PTT de I’espéce
Cystoseira compressa provenant des cotes tunisiennes réalisée par Mhadhebi en 2012 a donné
une teneur en PPT équivalente a 15,23 £ 0,02 mg egA.G/gM.S. D’autres algues brunes
provenant de I’Inde (Sargassum marginatum, Padina tetrastomatica et Turbinaria conoides)
ont des teneurs allant de 2,78 jusqu’a 26 mg eqA.G/g MS (Chandini et al., 2008).

La teneur en PPT obtenue par I’extraction aqueuse qui est de 44,63 + 2,42 mg
egA.G/gM.S, est Iégérement inférieure a I’extrait aqueux de C. sedoides qui est de 50,3 £ 0,1
mg egA.G/gM.S et de C. crinita (56,5 = 0,3 mg eqA.G/gM.S) (Mhadhebi et al., 2012).

Ces différences en teneurs en PPT sont dues a la sensibilité des polyphénols qui sont
susceptible de subir des dégradations, des hydrolyses ou des oxydations. Plusieurs autres
facteurs influencent leur quantification comme les paramétres environnementaux (place
géographique, climat, saison ...etc.), I'espéce, le temps et la température de I'extraction, la nature
des solvants, le mode de conservation des extraits et mémes les facteurs génétiques (Li et al.,
2006 ; Lagha-Benamrouche et Madani, 2013 ; Aboshora et al., 2014 ; Al-Anbari et Hasan,
2015).
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5.2.2 Dosage des flavonoides :
La teneur en flavonoides dans les trois extraits est estimée par 1’équation de régression de
la courbe d’étalonnage réalisée avec de la quercétine comme standard, et est exprimée en

milligramme équivalent de quercétine/ g Matiere séche (mg eq.Q/g MS). (Fig 25)

Courbe d'étalonnage des flavonoides

1,2

°
1
E o3 y = 25,313x - 0,0569
§ R2 = 0,988
¥ 06
3
S 04
2
2
2 02
0e
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
0,2

Concentrations de la quercétine pg/ml

Figure 25: Courbe d'étalonnage de flavonoides

Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoides sont exprimés dans le tableau suivant
(Tableau 10) :

Tableau 10: Teneur des extraits en flavonoides.

Extrait 1 : Extrait 2 : Extrait 3 :
Eau Eau + Ethanol Ethanol
Teneur en flavonoides | 15,33 = 0,577 205+0,5 14,33 + 0,28

en mg eq Q/g MS

L’extrait réalisé avec un mélange eau-éthanol a montré la plus grande teneur en
flavonoides qui est de 20,5 + 0,5 mg eq Q/g MS suivie de la quantité en PTT de I’extrait aqueux
(15,33 + 0,577 mg eq Q/g MS) puis celle de I’extrait éthanolique qui a donné la plus faible
teneur qui est de 14,33 £ 0,28 mg eq Q/g MS.

Le résultat des teneurs en flavonoides obtenus par 1’extraction Eau + Ethanol, qui est de
20,5+ 0,5 mg eq Q /g M.S, est similaires a celui obtenu par Kosanic et al (2015) qui est de
20,85 £ 0,991 mg eq Q/g M.S pour C. compressa en utilisant 1’acétone comme solvant.
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Les teneurs en flavonoides peuvent étre plus élevées chez les autres especes du méme
genre tels que C. barbata et C. amentaceae qui s’élévent jusqu'a 55,14 + 1,078 et a 64.58 +
1,099 mg egA.G/gM.S respectivement (Kosanic et al., 2015).

Ces teneurs en flavonoides sont differentes par cause de plusieurs paramétres.
Principalement, ces différences sont dues a la grande sensibilité des flavonoides qui sont
susceptible de subir des deégradations, des hydrolyses ou des oxydations. Plusieurs autres
facteurs influencent leur quantification comme les parameétres environnementaux (place
géographique, climat, saison ...etc.), I'espéce, le temps et la température de I'extraction, la nature
des solvants, le mode de conservation des extraits et mémes les facteurs génétiques (Li et al.,
2006 ; Lagha-Benamrouche et madani, 2013 ; Aboshora et al., 2014 ; Al-Anbari et Hasan,
2015).

5.3 Antibiogramme :
La mise en évidence de I’activité antibactérienne pour les 3 extraits a été réalisée avec
une concentration de 10.000pg/ml (soit 100mg/ml) par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé decrite par Ouelhadj et al., (2014).

Le milieu utilisé est le milieu Mueller Hinton, et le témoin négatif est le DMSO.

Apres 24h d’incubation des souches, les zones d’inhibitions apparues sont mesurées et

les résultats sont représentés dans le tableau suivant (Tableau 11) :

Tableau 11: Tableau représentant les résultat de I'activité antibactérienne des extrait vis-a-vis

des souches utilisées.

Extrait 1 : Extrait 2 : Extrait 3 :
Eau Eau + Ethanol Ethanol

Bacillus cereus 7 mm

ATCC 14579 9+0,5mm

Escherichia coli
ATCC 25922

Pseudomonas
aerogenosa ATCC
27853

Staphylococcus 7+0,5mm
aureus ATCC 25923 9,5+0,5mm

Enterococcus
faecalis WDCM
0009
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L’échelle d’estimation de 1’activité antimicrobienne est donnée par Moreira et al., 2005.

IIs ont classé le diameétre des zones d’inhibition (D) de la croissance microbienne comme Suit :
Non sensible (-) : D 8 < mm
Sensible (+) : 9<D <14 mm

La plus grande activité antibactérienne est obtenue par 1’extrait cau- éthanol, les bactéries
y sont sensibles, suivie de 1’extrait éthanolique qui montre des faibles activités antibactériennes
et en dernier c¢’est I’extrait aqueux qui ne révele aucune activité antibactérienne contre bacillus

sp. Ces resultats obtenus sont similaires aux résultats obtenus par Jassbi et al, (2012).
Activite des extraits contre Bacillus cereus ATCC 14579 :

L’extrait 1 n’a montré aucune activité antibactérienne contre la souche en question. Le
méme résultat est obtenu par Jassbi et al, (2012) en utilisant 1’extrait aqueux de 1’algue brune

Sargassum boveamum sur Bacillus subtilis.

L’extrait 2, extrait eau- éthanol, a montré un effet antibactérien contre Bacillus cereus,
une zone d’inhibition de 9 mm est apparue : la souche y est donc sensible. Jassbi et al, (2012)

a aussi obtenu une inhibition de bacillus subtilis par I’extrait eau- éthanol de C. myrica.

L’extrait 3 a aussi montré une activité antibactérienne mais moins efficace que 1’extrait
2 : la zone d’inhibition est plus petite et représente 7 mm de diametre. On ne peut donc pas
affirmer que la souche y est sensible, du moins, & la concentration étudiee. Jassbi et al (2012)
n’a aucune zone d’inhibition en appliquant I’extrait éthanolique de C. myrica sur Bacillus

subtilis.

On deduit ainsi que les résultats obtenus sont presque similaires au résultats obtenus par
Jassbi et al, (2012) : la plus grande activité antibactérienne est obtenue par I’extrait eau- éthanol,
suivie de I’extrait éthanolique qui montre des faibles activités antibactériennes et en dernier

c’est I’extrait aqueux qui ne révéle aucune activité antibactérienne contre bacillus sp.
Activité des extraits contre Staphylococcus aureus ATCC 25923 :

L’extrait aqueux n’a présenté aucun effet antibactérien sur la souche. Contrairement au
résultats de Jassbi et al, (2012) qui démontrent une activité antibactérienne de S. aureus PTCC

1112 par le méme procédé d’extraction.
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L’extrait 2, dans lequel le solvant représente un mélange équivalent de I’eau et de
I’éthanol, I’activité antibactérienne s’est révélée moyenne avec un diameétre de 7,25 mm mais
qui reste insuffisant pour confirmer que la bactérie est sensible. Jassbi et al, (2012) n’ont aussi

pas eu d’inhibition de S. aureus PTCC 1112 par I’extrait cau-éthanol (80%) de C. myrica.

Les travaux effectués par Sandsdalen et al., 2003, sur I’algue brune Fucus vesiculosus,

ont montré une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus.

L’extrait 3 (I’extrait éthanolique) par contre, a présenté relativement le plus grand effet
antibactérien avec 9 mm de diametre ce qui marque que la bactérie est sensible. Contrairement
aux travaux de Jassbi et al, (2012) qui n’ont pas obtenu une activité anti bactérienne pour S.

aureus avec 1’extrait éthanolique des algues brunes C. myrica et de Sargassum boveamum.
Activité des extraits contre Enterococcus faecalis WDCM 0009 :

Dans cette étude, aucun extrait a montré une activité antibactérienne sur la souche d’E.

faecalis utilisée. La souche est totalement résistante.

Taskin et al, (2007) par contre, ont trouvé une activité antibactérienne remarquable d’une
zone d’inhibition de 10 mm par I’extrait méthanolique de Cystoseira barbata récoltée de la mer
Egée.

Chbani et al, (2011) n’ont aussi pas obtenu aucune inhibition de E facecalis par I’extrait

total de I’algue brune Pavina padonica des cotes libanaises.
Activité des extraits contre Escherichia coli ATCC 25922 :

Dans cette étude, aucun extrait n’a eu une activité antibactérienne contre la souche
d’Escherichia coli utilisée. Elle est fortement résistante. Jassbi et al (2012) ont eu des résultats
identiques pour la souche E. coli PTCC 1330 que ce soit avec 1’extrait aqueux, éthanolique ou
I’extrait eau- éthanol de Sargassum Bovernum.

Contrairement au travaux réalises par Bennamara et al, (1999) et Pereira et al, (2011) ou
les extraits de 1’algues brune Cystoseira tamariscifolia ont montré une activité antibactérienne
contre la méme bactérie. Taskin et al (2012) ont aussi démontré que I’extrait méthanolique de
Cystoseira barbata a une forte activité antibactérienne contre E. coli et E coli 0157 H7 avec

des zones d’inhibition de 11 mm et de 22 mm respectivement.
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Activiteé des extraits contre Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853 :

Aucun extrait a montré une activité antibactérienne sur la souche de P. aerogenosa testée,
Pareil pour I’extrait éthanolique de I’algue verte Caulerpa racemosa des cotes algériennes testé

sur la méme souche (Kettaoui, 2016).

Dans les travaux effectués par Sandsdalen et al, (2003), I’extrait de 1’algue brune Fucus

vesiculosus a montré une activité antibactérienne contre la méme bactérie.

Des différents travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries a Gram +
par rapport aux Gram — vis-a-vis des extraits des plantes et des algues (Falleh et al., 2008 ;
Hayouni et al., 2007 ; Turkmen et al., 2007 ; Shan et al., 2007 ; Koné et al., 2004 ; Jassbi et al.,
2012). Ceci est probablement due a la différence entre les couches externes des bactéries Gram
(-) et Gram (+). Les bactéries Gram (-), indépendamment de la membrane des cellules,
possedent une couche additionnelle a la membrane externe, qui se compose des phospholipides

et des protéines et qui est imperméable a la plupart des molécules (Georgantelis et al., 2007).

Plusieurs classes de polyphénols telles que les acides phénoliques et les tannins servent
de mécanisme de défense des plantes contre les micro-organismes, les insectes, et les herbivores
pathogenes et sont aussi des substances antibactériennes importante (Falleh et al., 2008 ; Shan
et al. 2007).

La figure suivante représente les résultats de I’antibiogramme réalisé. (Fig 26).
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Pseudomonas Bacillus
aerogenosa ATCC cereus ATCC

Escherichia coli
ATCC 25922

Entérococcus faecalis
WDCM 0009

Staphylococcus
aureus ATCC

Figure 26: Effets des extraits sur les souches
bactériennes.
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Conclusion et perspectives :

Ce travail s’est porté sur 1’algue brune Cystoseira sp de la famille des Sargassaceae
collectée des cOtes Algériennes. Les algues, en Algérie, ne sont que trés peu exploitées malgré
leur grand intérét biochimique.

Les résultats obtenus montrent que cette algue brune possede une quantité importante de
métabolites secondaires en particulier en polyphénols totaux et en flavonoides. Les teneurs

révélées différent selon le solvant utilisé lors de ’extraction.

Dans ce travail, trois extractions sont réalisées. Les rendements d’extraction sont variables
selon le solvant utilisé, le plus grand rendement est celui obtenu par I’extraction aqueuse, le
plus faible est noté pour I’extrait éthanolique et I’extraction par m’lange de solvants eau-

éthanol (V-V) a donné un rendement relativement moyen.

Concernant les teneurs en métabolites secondaires, notamment les polyphénols totaux et
les flavonoides, ne dépendent apparemment pas de la quantité du rendement mais de sa qualité
qui est influencée du type de solvants : les teneurs les plus élevées sont retrouvées pour I’extrait

eau-éthanol, et les plus faibles pour I’extrait éthanolique.

En ce qui concerne I’activité antibactérienne, elle est mise en évidence uniquement pour
I’extrait eau-éthanol (extrait qui contient la teneur la plus élevee en biomolécules) contre deux
souches gram positif (bacillus cereus et Staphylococcus aureus). Et aucune inhibition n’a été
obtenu sur les bactéries grams négatifs.

En perspectives, une purification de substances biologiqguement actives a partir des
extraits de Cystoseira sp seraient d’intéréts majeurs pour 1’industrie pharmaceutique et
cosmeétique en Algérie.

De plus, une étude plus approfondie des activités antimicrobiennes et antioxydantes sur
d’autres souches, réalisée dans d’autres conditions expérimentales, peut révéler d’autre résultats
et ainsi d’autres intéréts pharmaceutiques et médicaux de cette algue.

En fin, I’¢largissement du spectre d’étude en comparant les caractéristiques de cette
espece selon différentes zones géographiques et la période de récolte, pourrait révéler des

résultats promoteurs pour I’alimentation et la santé humaine.
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ANNEXE | : MILIEUX DE CULTURE UTILISES

Milieux liquides :

Eau physiologique stérile (Composition en g/l)

Chlorure de sodium (NaCl)......................... 9¢g
Eau distillée...........ooooeiiiiiiii i, 1000ml
pH=7

Préparation : 9g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 121°C pendant 15 mn.

Bouillon Coeur-Cervelle (Composition en g/l)

Infusion de cerveau de veau........................ 200g

Infusion de coeur de vache.......................... 250g
Peptone pancréatique de gélatine.................... 10g
NaCl S5¢g
Phosphate disodique...............ooiiiiininnn.... 2,5¢
DeXtrose. ....vvniiii i 2,5¢
Ph=7,4+0.2

rrrr

pendant 15 minutes. (Fig 27).

TR

Figure 27: Préparation du milieu BHIB
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Milieux solides :

Muller Hinton (Composition en g/l)

Hydrolysat acide de caséine...................... 17,5¢
Infusion de viande....................o 300g
Amidon soluble................oo 1,5g
Agar bactériologique..........ooeeiiiiiiiiiainnnn 17¢g
Ph=73+0.1

Préparation : : 389 par litre d’eau distillée. Préchauffé en bain marie pendant 30 minutes. Puis

stérilisé a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Bouillon Ceeur-Cervelle gélosé (BHI) :

Infusion de cerveau de veau........................ 200g
Infusion de coeur de vache.......................... 250g
Peptone pancréatique de gélatine................... 10g
NaCl.o S5g
Phosphate disodique..............ooeviiiiniinnnnn.. 2,5¢
DexXtrose. ...vvvi i 2,5¢

AT o
Ph=7,4+£0.2

Préparation : 38g par litre d’eau distillée. Préchauffé en bain marie pendant 30 minutes. Puis

stérilisé a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes. (Fig 28)

Figure 28: Milieux gélosés prépareés.
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ANNEXE Il : SOUCHES BACTERIENNES UTILISEES.

Escherichia coli :
Caractéristiques :

Les Escherichia coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Elles sont des
bacilles a coloration Gram négative, aéro-anaérobies facultatifs qui peuvent fermenter les
nitrates. Ces bactéries ne posseédent pas d’oxydase et elles sont catalase positives. (Le Minor et
al., 1990). Elles font parties de la flore commensale de I’Homme et de plusieurs animaux.
(Euzéby, 2011).

Pouvoir pathogeéne :

Escherichia coli est a I’origine d’infections communautaires et hospitalieres, Elle est une
cause fréquente de bactériémie. Elle provoque 40 a 50% de toutes les infections nosocomiales.
(Melzer et Petersen, 2007). C’est I’'un des germes le plus fréquent des infections néonatales

notamment les méningites ou les septicémies. (Quinet et al., 2010).
Bacillus cereus :
Caractéristiques :

Bacillus cereus, comme indique leur nom, sont des bacilles a coloration de Gram positive,
qui appartient a la famille des Bacillaceae. Elles sont sporulantes et aéro-anaérobie facultatives.
Elles possedent des capacités d’adaptation thermique différentes, des plus psychrotrophes aux
plus thermotolérants. (Ances, 2021).

Pouvoir pathogeéne :

Elles sont d’un grand pouvoir pathogéne, elles provoquent des toxi-infection alimentaires
caractérisées par des symptomes diarrhéiques, ainsi que d’intoxications se traduisant par des
symptdmes émétiques en sécrétant des entéro-toxines. (Ances, 2021).

Staphylocoques aureus :
Caracteéristiques :

Les staphylocoques sont des coques immobiles, isolés ou groupés en diplocoques ou, le
plus souvent, en amas (du grec staphylo, grappe de raisin), a un diamétre moyen 0.8 & Ium a
gram positif. La grande majorité des souches de Staphylococcus aureus sont capsulées, mais
les souches peuvent perdre leur capsule apres culture. Les principaux caracteres biochimiques
pris en compte sont, la production d’arginine dihydrolase, la capacité a métaboliser les sucres

et la production de catalase. (Jean Paul, 2010)
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Le pouvoir pathogene :

Staphylococcus aureus représente 1’agent commun des infections postopératoires de
blessures, d’intoxications alimentaires et endocardite aigue. (Dworkin et Falkow, 2006).
L’espéceEnterococcus faecalis :

Caractéristiques :

Les entérocoques sont des bactéries, non sporulantes qui se présentent sous forme de
coques isolés ou arrangés en paires ou en chainettes a Gram positif, oxydase et catalase
négatives, ce sont des organismes anaérobies aérotolérants, (Paulsen et al.,2003).

Les entérocoques ont une température de croissance optimale de 35 °C bien que la plupart des
espéces de ce genre peuvent croitre a des températures allant de 10 a 45 °C. lls peuvent aussi
croitre en présence de 6,5 % de NaCl, et a pH 9,6. (Lancefield,1933).

Le pouvoir pathogene :

Les entérocoques sont une des causes majeures d'infections nosocomiales. Ils sont parmi
les agents pathogénes nosocomiaux les plus communs, et responsables d’infections urinaires
ou intra-abdominales, de septicémies, d’abcés viscéraux, de pneumonies, d’endocardites et de
méningites. (Jett et al.,1994, Megran,1992). Enterococcus est aussi I’agent le plus souvent cité
lors d'infections de plaies chirurgicales. (Richards et al.,2000).

Pseudomonas aeruginosa :
Caracteristiques :

P. aeruginosa est plus communément appelé bacille pyocyanique. C’est un bacille a
Gram négatif, non sporulé et rendu mobile, surtout anaérobiose, par une ciliature polaire. Elle
se présente sous forme de batonnets droits, de 1 a 3 um de long et de 0,5 a 1 um de large.
C’est une bactérie avec un métabolisme strictement respiratoire. Cette espéce produit de fagon
habituelle deux pigments : la pyocyanine (caractere spécifique de I’espéce) et la pyoverdine
(caractere spécifique du groupe génomique fluorescent). On remarque la production d’un voile
fragile visqueux et peu épais a la surface des milieux liquides avec une odeur aromatique
caractéristique (odeur de seringa). (Percival, 2004).

Le pouvoir pathogeéne :

Les infections dues & Pseudomonas aeruginosa peuvent toucher n’importe quel systéme
ou partie du corps :

-Les yeux au niveau de la cornée par des kératites, des conjonctivites pouvant aller jusqu’a la
perte complete de I’ceil.
-Le systéme nerveux central par des méningites.

-Les oreilles par des otites.
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-L’appareil digestif avec des gastro-enterites.

-Les infections de I’appareil urinaire sont le plus souvent dues a I’instrumentation enmilieu
hospitalier ;

-L’appareil respiratoire en causant des pneumonies ;

-Le cceur avec des endocardites ;

-La peau semble étre la plus freqguemment affectée par les infections pseudomonales au travers
des dermatites et plus particulierement les folliculites. (Van Delden et Iglewski, 1998).

La figure suivante représente les souches bactériennes utilisées. (Fig29)

Entérococcus Staphylococcus aureus Pseudomonas

faecalis WDCM 0009 ATCC 25923 aerogenosa ATCC

Escherichia coli ATCC Bacillus cereus ATCC
25922 14579

Figure 29: Souches bactériennes utilisées.
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